Estudio de la variabilidad genética y las fuerzas evolutivas de los loci p12 y p38 de plasmodium vivax a partir de aislados colombianos entre el 2007-2010 by Forero Rodríguez, Lady Johanna
  
 
 
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD GENÉTICA Y LAS 
FUERZAS EVOLUTIVAS DE LOS LOCI p12 y p38 
de Plasmodium vivax A PARTIR DE AISLADOS 
COLOMBIANOS ENTRE EL 2007-2010 
 
 
 
 
 
 
 
Lady Johanna Forero Rodríguez 
 
 
 
 
 
 
 
 
Universidad Nacional de Colombia 
Posgrado Interfacultades de Microbiología 
Bogotá, Colombia 
2014 
 ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD GENÉTICA Y LAS 
FUERZAS EVOLUTIVAS DE LOS LOCI p12 y p38 
de Plasmodium vivax A PARTIR DE AISLADOS 
COLOMBIANOS ENTRE EL 2007-2010 
 
 
 
Lady Johanna Forero Rodríguez 
 
 
Trabajo de investigación presentado como requisito para optar al título de: 
Magister en Microbiología 
 
 
Director: 
Diego Edison Garzón Ospina, BSc, MSc. 
Codirector: 
Manuel Alfonso Patarroyo, MD, DrSc 
 
 
Línea de Investigación: 
Biología Molecular de Agentes Infecciosos 
Grupo de Investigación: 
Biología Molecular – Malaria 
 
 
Universidad Nacional de Colombia 
Posgrado Interfacultades de Microbiología 
Bogotá, Colombia 
2014
  
 
 
 
 
 
 
 
 
El hombre aún lleva impresa en su estructura corpórea la 
huella indeleble de su humilde origen 
Charles Darwin 
 
 
 
 
 
 
 VII 
 
Agradecimientos 
Esta es otra de las tantas metas a cumplir a lo largo de la vida, guiadas por el conocimiento, 
perseverancia y honestidad; donde cada uno de los pasos que conlleva a la culminación de 
este camino nos ha llevado de la mano Dios junto a cada una de las personas que caminan 
junto a nosotros. Agradeciendo especialmente a Dios, quiero dedicar este trabajo a mi 
mamita por darme fortaleza cada día, a mi hermano por su consejos incondicionales, a mi 
abuelita y a mi papito que desde el cielo me asisten y me ayudan cada que lo necesito y 
finalmente a una persona muy especial en mi vida y corazón mi bonito por estar a mi lado 
siempre y llenarme de fuerza cada día para seguir adelante 
 
También quiero expresar mis más sinceros agradecimientos a aquellas personas que de una u 
otra forma estuvieron vinculadas al desarrollo de este trabajo. Gracias a mis compañeros de 
maestría, Katherine, Saray, Heidy y Hugo con quienes compartí dentro y fuera del salón de 
clase, y a mis compañeros laboratorio, quienes me han brindaron todo su apoyo, comprensión 
y colaboración.  
 
También deseo expresar mi agradecimiento a profesores, a Socorrito y en general al personal 
vinculado al posgrado de microbiología, de quienes me llevo un grato recuerdo, valiosos 
consejos y enseñanzas. Finalmente un especial agradecimiento al Doctor Manuel Alfonso 
Patarroyo, por haber confiado en mí y por la co-dirección de este trabajo, a la Fundación 
Instituto de Inmunología – FIDIC, por brindarme la oportunidad de hacer parte de su 
grupo y compartir un sinfín de experiencias  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VIII ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD GENÉTICA Y LAS FUERZAS EVOLUTIVAS DE LOS LOCI pv12 y pv38 
 
 
Resumen 
 
Plasmodium vivax es una de las 5 especies que causa malaria en el ser humano, 
afectando a cerca de 391 millones de personas anualmente. El desarrollo de una vacuna 
contra la malaria ha sido propuesta como una de las alternativas para el control de esta 
enfermedad. Sin embargo, su desarrollo se ha visto obstaculizado por la alta variabilidad 
genética que exhiben algunos antígenos parasitarios, lo cual genera respuestas inmunes 
alelo-específicas. Por lo tanto, la evaluación de la variabilidad genética de estos 
antígenos es de gran importancia durante el diseño de una vacuna completamente 
efectiva.  
 
A partir de secuencias de ADN de los genes p12 y p38 de Plasmodium vivax (pv12 y 
pv38) obtenidas de aislados naturales de Colombia entre los años 2007 a 2010, se 
evaluó el polimorfismo y la distribución de los haplotipos mediante un análisis de 
genética de poblaciones. Adicionalmente, se determinaron las fuerzas evolutivas que 
generan el patrón de variación observado. 
 
Tanto pv12 como pv38 mostraron tener una baja diversidad genética. El modelo neutral 
de evolución molecular no pudo ser descartado para pv12, mientras que el polimorfismo 
en pv38 parece ser mantenido por una selección balanceante, restringida al extremo 5’ 
del gen. Un tercer miembro de esta familia expresado en los merozoitos, pv41, presenta 
un patrón similar a pv12 y pv38. Las proteínas codificadas por estos genes parecen tener 
restricciones funcionales/estructurales debido a la presencia de los dominios s48/45. 
 
Ya que las proteínas P12 y P38 de Plasmodium spp parecen tener un rol durante el 
reconocimiento de la célula huésped, sumado a las características antigénicas de Pv12 y 
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Pv38 y la baja variabilidad genética observada en este estudio, estas proteínas podrían 
ser buenos candidatos para ser evaluados en el diseño de una vacuna 
multiantígeno/multiestádio. 
 
Palabras clave: pv12, pv38, Familia 6-Cys, Dominios s48/45, Restricción funcional, 
Plasmodium vivax, Variabilidad genética, Vacuna antimalárica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
X ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD GENÉTICA Y LAS FUERZAS EVOLUTIVAS DE LOS LOCI pv12 y pv38 
 
 
 
 
 
 
 
Abstract 
Plasmodium vivax is one of the five species causing malaria in human beings, affecting 
around 391 million people annually. The development of an anti-malarial vaccine has 
been proposed as an alternative for controlling this disease. However, its development 
has been hampered by allele-specific responses produced by the high genetic diversity 
shown by some parasite antigens. Evaluating these antigens’ genetic diversity is thus 
essential when designing a completely effective vaccine. 
 
The gene sequences of Plasmodium vivax p12 (pv12) and p38 (pv38), obtained from field 
isolates in Colombia, were used for evaluating haplotype polymorphism and distribution 
by population genetics analysis. The evolutionary forces generating the variation pattern 
so observed were also determined. Both pv12 and pv38 were shown to have low genetic 
diversity. The neutral model for pv12 could not be discarded, whilst polymorphism in pv38 
was maintained by balanced selection restricted to the gene’s 5′-end. Both encoded 
proteins seemed to have functional/structural constraints due to the presence of s48/45 
domains, which were seen to be highly conserved. 
 
Due to the role that malaria parasite P12 and P38 proteins seem to play during invasion 
in Plasmodium species, added to the Pv12 and Pv38 antigenic characteristics and the 
low genetic diversity observed these proteins might be good candidates to be evaluated 
in the design of a multistage/multi-antigen vaccine. 
 
Keywords: Pv12, Pv38, 6-Cys protein family, s48/45 domain, Functional constraint, 
Plasmodium vivax, Genetic diversity, Anti-malarial vaccine. 
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Introducción 
La malaria es una enfermedad causada por parásitos protozoos del género Plasmodium, 
[1, 2]; este parasito es transmitido por la picadura de un mosquito hembra infectado del 
genero Anopheles. Según la organización mundial de la salud, aproximadamente la mitad 
de la población mundial se encuentran en riesgo de contraer esta enfermedad, siendo los 
niños menores de 5 años y las mujeres embarazadas los más vulnerables [3]. P. 
falciparum, la especie predominante en el continente Africano, es responsable de la 
forma más letal de la enfermedad, mientras que P. vivax está ampliamente distribuido 
alrededor del mundo y es considerada la especie que genera una forma benigna de la 
enfermedad. Sin embargo, estudios recientes han mostrado que P. vivax es también 
capaz de causar complicaciones clínicas [4]. En los continentes Asiático y Americano se 
presentan anualmente entre 132 a 391 millones de casos por esta especie [5].  
 
A pesar de las estrategias de control que se han implementado, la malaria continua 
siendo un grave problema en la salud pública, esto debido entre otras cosas, a la 
resistencia del parasito a los tratamientos antimaláricos [6] y la resistencia del vector a 
los insecticidas [7]. Por tal motivo, se hace necesario implementar medidas más eficaces 
para el control de dicha enfermedad, y entre esas medidas se incluye el desarrollo de 
una vacuna antimalárica. Varios antígenos han sido descritos como promisorios 
candidatos a ser incluidos dentro de una vacuna [8, 9]. Sin embargo, la variabilidad 
genética que varios de ellos exponen [10-18] obstaculiza su desarrollo [19, 20], debido a 
que las variantes genéticas de los diferentes antígenos provocan respuestas alelo-
especificas [21, 22] convirtiéndose un mecanismo de evasión al sistema inmune [23]. Por 
lo tanto, para obtener una vacuna completamente efectiva se hace necesario centrar el 
desarrollo en antígenos o dominios conservados [24], ya que dichas regiones podrían 
estar bajo restricciones funcionales y evolucionar más lentamente [25]. 
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El desarrollo de una vacuna multiantígeno contra el estadio sanguíneo del parasito se ha 
enfocado en bloquear todas aquellas interacciones patógeno-hospedero, lo cual evitaría 
la entrada del merozoito al glóbulo rojo [26]. En P. falciparum, se ha identificado un grupo 
de proteínas ancladas a la membrana vía GPI (glicosil fosfatidil inositol), ubicadas 
predominantemente en los dominios de membrana resistentes a detergentes o DRMs 
(por su siglas en inglés) [27].  Entre las proteínas asociadas a DRMs encontramos: la 
MSP-1, MSP-4, MSP-5, Pf12, Pf34, Pf38, Pf41, Pf92 y Pf113 [28] las cuales están 
implicadas en la interacción inicial del parasito con el glóbulo rojo [29-33], siendo algunos 
de ellos postulados como candidatos a ser incluidos en una vacuna [34, 35]. Dentro de 
estos DRMs sobresale un grupo de proteínas perteneciente a la familia 6-Cys (Pf12, 
Pf38, Pf41 y Pf92) caracterizadas por la presencia de dominios s48/45. Miembros de esta 
familia son expresadas en los diferentes estadios del parasito [28, 36] y algunos de ellos 
son considerados candidatos a vacuna [37, 38] 
 
Pf12 y Pf38 se expresan durante los estadios tardíos del ciclo intraeritrocitico y cada una 
de ellas posee regiones que permiten la interacción entre el patógeno y los glóbulos rojos 
[30]. Genes ortólogos que codifican para estas proteínas han sido caracterizados 
recientemente en P. vivax (pv12 y pv38) [39, 40]. Ambas proteínas presentan un péptido 
señal, una secuencia de anclaje a GPI y están asociadas a los DRMs [39, 40]. La 
proteína Pv12 presenta dos dominios s48/45 [40] mientras, Pv38 un solo dominio ubicado 
hacia el extremo C-terminal [39]. Estas han mostrado ser antigénicas [39-41], sugiriendo 
que están expuestas al sistema inmune, probablemente durante la invasión de P. vivax a 
los glóbulos rojos.  
 
En este estudio se realizó un análisis de genética de poblaciones para evaluar la 
diversidad genética de los loci pv12 y pv38 y los procesos evolutivos que generan el 
patrón de variación observado. Los resultados muestran una baja variabilidad genética 
de estos antígenos en la población Colombiana, posiblemente debido a restricciones 
funcionales/estructurales en los dominios s48/45. Ya que las proteínas codificadas por 
estos genes comparten características estructurales con otros candidatos a vacuna, 
sumado a que Pv12 y Pv38 son blancos de la respuesta inmune [39-41] y presentan 
dominios conservados, estas podrían ser consideradas durante el diseño una vacuna 
multiestadio/multiantígeno contra la malaria. 
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1. Problema 
La malaria es una enfermedad parasitaria que sigue siendo un grave problema de salud 
pública alrededor del mundo. Cerca de 3.300 millones de personas se encuentran en 
riesgo de ser infectados, principalmente en las zonas tropicales y subtropicales del 
mundo, siendo los niños menores de 5 años y las mujeres embarazadas los más 
vulnerables [3]. En el continente Asiático y Americano, 2.500 millones de personas se 
encuentran en riesgo de sufrir episodios de malaria por Plasmodium vivax, 
presentándose entre 132 a 391 millones de casos anualmente [5]. En Colombia el 15% 
de la población se encuentra en zonas de alta transmisibilidad y el 8% en zonas de baja 
transmisibilidad de la enfermedad [42].  
 
A pesar de las diferentes estrategias de control que se han implementado en varios 
países, la malaria sigue presentando altas tasas de morbi-mortalidad, debido entre otras 
razones, a la resistencia del parasito ante los tratamientos antimaláricos [6] y la 
resistencia del vector a los insecticidas [7]. Por tal motivo, se hace necesario implementar 
nuevas medidas más eficaces que permitan el control de esta enfermedad. 
 
El desarrollo de una vacuna antimalárica es una de las alternativas más llamativas 
propuestas para el control de esta enfermedad. Varios antígenos han sido caracterizados 
como promisorios candidatos a ser incluidos dentro de una vacuna [8, 9]. Sin embargo, la 
variabilidad genética que varios de ellos exponen [10-18, 43-45] obstaculiza su desarrollo 
[19, 20] debido a las respuestas alelo-específicas que estas variantes provocan [21, 22]. 
Una vacuna completamente efectiva debe evitar dichas respuestas, por lo tanto es 
necesario centrar su desarrollo en antígenos o dominios conservados [24], ya que dichas 
regiones podrían estar bajo restricciones funcionales y evolucionar más lentamente [25]. 
Por este motivo, evaluar la variabilidad genética de los antígenos parasitarios y las 
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fuerzas evolutivas que mantienen el patrón de variación es de gran interés para 
determinar si éstos pueden ser incluidos durante el desarrollo de una vacuna contra la 
malaria. 
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2. Justificación 
La malaria sigue representando uno de los mayores retos en salud pública en las 
regiones endémicas del mundo. Para el 2011, la Organización Mundial de la Salud 
reportó que alrededor de 3.300 millones de personas en el mundo están en riesgo de 
contraer malaria [3]. Una de las estrategias más atractivas propuestas para el control de 
esta enfermedad, es el diseño de una vacuna contra los parásitos que la causan. Aunque 
se han llevado a cabo múltiples esfuerzos dirigidos al desarrollo de péptidos 
inmunogénicos, hasta el momento no existe una vacuna totalmente efectiva para uso en 
humanos.  
 
Durante la infección con Plasmodium spp, las proteínas de superficie de los diferentes 
estadios parasitarios desempeñan un papel de gran importancia en el reconocimiento de 
la célula hospedera [31, 46-48]. Una respuesta inmune contra estas proteínas bloquearía 
las interacciones patógeno-hospedero evitando de esta forma la entrada del parásito a la 
célula hospedera. 
 
Durante los últimos años se han descrito nuevos antígenos en P. vivax con un potencial 
rol en el proceso de invasión [49-57] sin embargo, la estructura y la dinámica de la 
variabilidad genética parasitaria se ha evaluado solo en un reducido grupo de estos [14, 
58, 59], convirtiéndose en una limitante para el desarrollo de una vacuna. En Plasmodium 
falciparum las proteínas P12 y P38 (Pf12 y Pf38) poseen péptidos de alta capacidad de 
unión ubicados en los dominios s48/45, sugiriendo un rol activo de dichos dominios 
durante el proceso de invasión al glóbulo rojo [30]. Genes ortólogos que codifican para 
estas proteínas han sido caracterizados recientemente en P. vivax (denominados pv12 y 
pv38), los cuales presentan características similares a sus contrapartes en P. falciparum 
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[39, 40]. Los productos proteicos de estos genes son antigénicos [39-41], sugiriendo que 
están expuestos al sistema inmune, probablemente durante la invasión de P. vivax a los 
glóbulos rojos.  
 
Debido a las características estructurales de los genes que codifican a las proteínas Pv12 
y Pv38 y el reconocimiento de dichos antígenos por el sistema inmune; la variabilidad 
genética y las fuerzas evolutivas involucradas, deben ser evaluadas con el fin de 
determinar su potencial uso en una vacuna multiantígeno contra la malaria. 
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3. Objetivos 
3.1 Objetivo general 
Identificar la variabilidad genética y las fuerzas evolutivas que actúan en los loci p12 y 
p38 de Plasmodium vivax a partir de aislados clínicos colombianos obtenidos entre los 
años 2007 a 2010.  
3.2 Objetivos Específicos 
 Evaluar la presencia e integridad del ADN genómico parasitario de muestras 
almacenadas desde 2007 a 2010. 
 
 Identificar muestras que presenten infección por cepa única de P. vivax. 
 
 Identificar los genes que codifican para las proteínas Pv12 y Pv38 en aislados 
clínicos colombianos. 
 
 Determinar los patrones de variación genética por medio de análisis poblacionales 
a partir de las secuencias obtenidas de los genes aislados.  
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4. Marco de referencia 
4.1.1 Malaria en el mundo 
La malaria es una enfermedad parasitaria que afecta alrededor de 104 países en el 
mundo (Figura 1); cerca de 219 millones de casos se presentan y más 660.000 personas 
mueren anualmente como consecuencia de esta enfermedad, siendo los niños menores 
de cinco años y las mujeres embarazadas la población más vulnerable. Esta enfermedad 
es producida por un grupo de Apicomplexos pertenecientes al género Plasmodium, los 
cuales son capaces de infectar reptiles, aves y mamíferos [60]. En el ser humano, cinco 
especies son las responsables de causar la infección: Plasmodium falciparum, 
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae [1] y Plasmodium knowlesi 
[2], los cuales son trasmitidos por la picadura de mosquitos hembra pertenecientes al 
género Anopheles.  
 
Figura 1. Distribución mundial de los casos de malaria 
 
Tomado de http://www.bu.edu/themovement/files/2010/10/malaria.jpg 
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De las cinco especies de Plasmodium que afectan al ser humano, P. falciparum es la 
especie causante de las manifestaciones clínicas más graves de la enfermedad, con 
altas tasas de morbilidad y mortalidad, encontrándose predominantemente en el África 
subsahariano y algunas zonas de América del sur [61]. Por otra parte, P. vivax es la 
especie con la mayor distribución mundial [62], restringiéndose a regiones de Asia, 
América y el norte del continente Africano. Contrario a lo que se pensaba, estudios 
recientes han mostrado que P. vivax es capaz de causar complicaciones clínicas como 
anemia severa, complicaciones respiratorias y coma [4]. Las infecciones causadas por 
especies como P. ovale y P. malariae se encuentran en bajos porcentajes y no suelen 
ser superiores al 1% [63]. Finalmente, las infecciones por P. knowlesi se presentan 
principalmente en áreas donde conviven vectores de malaria humana y primates del 
genero Macaca (hospederos naturales de este parásito) [2]. 
 
En América, el 30% de la población distribuida en 21 países (Figura 1) se encuentra en 
riesgo de ser infectados. Países como Argentina, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, 
México y Paraguay se encuentran en fase de pre-eliminación, mientras países como 
Colombia y Brasil siguen presentando una alta endemicidad, registrándose en estos 
países más del 68% de los casos de toda América reportados en el 2011. De los cerca 
de 490.000 casos reportados anualmente en América, el 80% son causados por P. vivax 
[64].  
4.1.2 Malaria en Colombia 
En Colombia el 23% de la población está en riesgo de contraer la enfermedad [42]. Para 
el 2013, el sistema de vigilancia de salud pública (SIVIGILA) notificó 59.691 casos, de los 
cuales el 64,9% (38.766 casos) corresponden a P. vivax, el 33,5% (19.993 casos) a P. 
falciparum, el 1,4% (858 casos) a la infecciones mixtas y el 0,2% (24 casos) a P. 
malariae; se presentaron 30 casos de malaria complicada y 9 muertes (hasta la semana 
48 del 2013) [65].  
 
La región más afectada del país comprende las zonas ubicadas entre el Urabá, Sinú y 
bajo Cauca (Antioquia y Córdoba) con 26.811 casos, seguido por la región Pacifica 
(Chocó, Valle del Cauca, Nariño y Cauca) con 22.782 casos; la de la región Amazonia 
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(Amazonas, Caquetá, putumayo y Vaupés) que presento 4.423 casos (4%) y la región de 
la Orinoquia (Arauca, Casanare, Guainía, Guaviare, Vichada y Meta) quien presento 545 
casos [65, 66]. 
4.1.3 Agente etiológico 
La malaria es una enfermedad causada por parásitos intracelulares obligados 
pertenecientes al filo Apicomplexa, orden Haemosporidia y género Plasmodium. Estos 
organismos se caracterizan por poseer un conjunto de orgánelos ubicados en la zona 
apical conocidos como: las roptrias, los micronemas y los gránulos densos (Figura 2); 
que son imprescindibles durante el proceso de invasión a la célula huésped [67, 68]. 
Alrededor de 200 especies de Plasmodium han sido descritas y son capaces de infectar 
reptiles, aves y mamíferos [1].   
 
Figura 2. Estructura interna del merozoito y del esporozoito de las dos principales especies 
de Plasmodium que afectan al ser humano. 
 
En el diagrama se observan las proteínas caracterizadas hasta el 2013 para P. falciparum y P. 
vivax en los estadios de merozoito (parte superior) y esporozoito (parte inferior). Modificado de 
[69] 
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4.1.4 Ciclo de vida 
Plasmodium spp tiene un ciclo de vida caracterizado por una fase sexual obligada y una 
fase asexual, requiriendo dos hospederos, uno invertebrado y uno vertebrado (Figura 3). 
A través de las diferentes etapas del ciclo de vida, el parásito presenta diversos estadios 
de desarrollo, presentando cambios morfológicos y de expresión de proteínas, los cuales 
son necesarios para la interacción con las diferentes células del hospedero [70]. 
 
 
Figura 3. Ciclo de vida de Plasmodium spp 
 
Tomado de: http://www.cartercenter.org/resources/pdfs/news/health_publications/malaria/malaria-
life-cycle-chart.pdf 
 
En el hospedero invertebrado (hospedero definitivo) se desarrolla la fase sexual del 
parásito, siendo este el lugar donde se completa el ciclo de vida [1] y la única fase donde 
el parasito es diploide. En el hospedero vertebrado (hospedero intermediario) se lleva a 
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cabo la fase asexual donde el parásito es haploide. El invertebrado es el mosquito 
hembra del genero Anopheles, el cual transmite el parásito al hospedero vertebrado [70]. 
Dentro de este último, el ciclo de vida (fase asexual) puede ser dividida en dos sub-fases: 
1) hepático o exo-eritrocítico y 2) intra-eritrocítico [68] (Figura 3).  
 
Cuando el vector infectado se alimenta de un hospedero sano, inyecta por medio de su 
probóscide esporozoitos almacenados en sus glándulas salivales iniciando la fase 
hepática o exo-eritrocitica. Estos esporozoitos migran rápidamente por el torrente 
sanguíneo hasta llegar al hígado, donde invaden los hepatocitos [71].  
 
Durante el desarrollo del parasito en los hepatocitos se forman los esquizontes, los 
cuales están formados por células maduras, uninucleadas, que posteriormente rompen el 
hepatocito liberando alrededor de 20.000 a 40.000 merozoitos [71]. Algunas especies 
tales como P. vivax y P. ovale generan formas latentes llamadas hipnozoitos que pueden 
mantenerse latentes por meses o años. Según algunos estudios, éstos son activados por 
medio del reconocimiento de proteínas salivales del Anopheles, planteando que los 
hipnozoitos reaccionan ante las proteínas específicas del vector o que estas accionan 
mecanismos de reacción por parte del hospedero activando los hipnozoitos [72]. 
 
Una vez los merozoitos llegan al torrente sanguíneo se da inicio a la fase intra-
eritrocítica, donde el parásito tiene el primer contacto con su célula blanco (el glóbulo rojo 
[GR]) por medio de interacciones proteína-proteína. Una vez Plasmodium spp reconoce 
la célula, se reorienta exponiendo su polo apical hacia la membrana del GR, generando 
una unión más fuerte, no reversible para finalmente invadirla [68].  
 
Una vez dentro del GR, el parásito forma la vacuola parasitófora donde se produce el 
crecimiento, diferenciación y división de éste, pasando por los estadios de anillo, 
trofozoito y esquizonte eritrocitico, para finalmente romper el GR y liberar entre 10 a 24 
nuevos merozoitos que infectarán nuevos GR, perpetuando el ciclo intra-eritrocitico. Está 
constante invasión y ruptura de los glóbulos rojos genera la sintomatología característica 
de la malaria [71]. 
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Algunos de estos nuevos merozoitos se diferencian en gametocitos (microgametocitos y 
macroametocitos). La fase sexual o esporogonia se inicia al momento que el vertebrado 
es picado por el insecto, el cual toma los gametocitos, éstos migran hacia el intestino del 
insecto y se fusionan originando el cigoto; éste a su vez se convierte en una forma 
invasiva llamada ooquinete, la cual atraviesa el intestino del parásito donde se forma el 
ooquiste, del cual se liberan nuevos esporozoitos, quienes se almacenarán en las 
glándulas salivales del mosquito hasta que éste se alimente de un nuevo hospedero 
vertebrado [68] . 
4.1.5 El estadio asexual del parásito de la malaria, el 
merozoito  
El merozoito es uno de los estadios invasivos del parásito (Figura 2) con un tamaño de 
1.5 x 1.0 micras que invade y se desarrolla dentro de los GR. Se puede encontrar 
extracelularmente y por lo tanto está expuesto al reconocimiento por el sistema inmune 
del hospedero. Presenta una serie de organelos apicales, las roptrias, micronemas y 
gránulos densos (Figura 2), los cuales tienen una función importante durante el proceso 
de la invasión [73]. Teniendo en cuenta que las manifestaciones clínicas y la severidad 
de la malaria coincide con el desarrollo del parasito en los GR [69] y ya que éste estadio 
se encuentra en constante exposición al sistema inmune (a diferencia de los 
esporozoitos), varios grupos de investigación se han centrado en antígenos de este 
estadio (Figura 2) para el desarrollo de una vacuna antimalárica con el fin de evitar la 
entrada del parasito a los GR y así evitar la continuidad del ciclo intra-eritrocítico. 
4.1.6 Dominios de membrana resistentes a detergentes - 
DRMs 
En la superficie del merozoito se localizan unas regiones con un alto contenido de 
esfingolípidos y colesterol que son importantes para el transporte y señalización celular. 
Estas regiones son conocidas como membranas resistentes a detergentes (DRMs, por 
sus siglas en inglés) debido a que son insolubles en detergentes no iónicos [74]. En P. 
falciparum, se ha identificado un grupo de proteínas ancladas a la membrana vía GPI 
(glicosil fosfatidil inositol), ubicadas predominantemente en estos dominios [27] (Figura 
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4). Entre las proteínas ubicadas allí se encuentran: la MSP-1, MSP-4, MSP-5, Pf12, Pf34, 
Pf38, Pf41, Pf92 y Pf113 [28], las cuales están implicadas en la interacción inicial del 
parasito con el GR [29-33], siendo algunos de ellos postulados como candidatos a ser 
incluidos en una vacuna [34, 35]. 
4.1.7 Familia de proteínas con dominios ricos en cisteínas 
(6-Cys) 
En Toxoplasma gondii se han caracterizado un grupo de proteínas denominadas SAG y 
SRS, que actúan como adhesinas mediando la unión del parasito a la célula huésped 
[75]. Estas proteínas se caracterizan por poseer dominios con 6 cisteínas las cuales 
forman una estructura tipo β-sándwich, con hebras paralelas y antíparalelas [76]. En 
Plasmodium spp, durante los diferentes estadios del ciclo de vida del parásito, son 
expresadas un grupo de proteínas pertenecientes a la familia de 6 cisteínas (o 6-Cys), 
algunas de las cuales han sido considerados como candidatos a vacuna [37, 38]. Estas 
se caracterizan por la presencia de dominios denominados s48/45, los cuales presentan 
6 cisteínas [28, 36] que permiten la formación de una estructura similar a los dominios 
SRS [68, 77, 78], sugiriendo que las proteínas de la familia 6-Cys podrían cumplir 
funciones de adhesión al GR [68]. 
 
Figura 4. Proteínas de P. falciparum identificadas en los DRMs  
 
Modificado de [28, 30] 
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Durante el estadio extra-eritrocítico (esporozoito), Plasmodium spp expresa las proteínas 
P52 y P36 mientras en el estadio intra-eritrocítico son expresadas las proteínas P12, 
P38, P41 y P92; finalmente en el estadio sexual son expresadas las proteínas P230, 
P48/45 y P47. De éstas, las más estudiadas son la P48/45 y la P230. Estudios en P. 
berghei y P. falciparum han mostrado que la proteína P48/45 parece estar involucrada en 
la fertilidad masculina del gametocito, mientras P230 permite el reconocimiento entre 
gametos y llevar a cabo el proceso de fertilización. Estas últimas proteínas son 
consideradas como promisorios candidatos a incluir en una vacuna [36, 37, 79]. 
 
Las proteínas Pf12, Pf38, Pf41 y Pf92 son expresadas en la fase intra-eritrocítica y como 
se mencionó anteriormente se encuentran asociadas a los DRMs (Figura 4). Pf12 y Pf38 
se expresan durante los estadios tardíos del ciclo intra-eritrocítico y cada una posee dos 
péptidos de alta capacidad de unión, sugiriendo un rol activo durante el proceso de 
invasión al glóbulo rojo [30]. Genes ortólogos que codifican para estas proteínas han sido 
caracterizados recientemente en P. vivax [39, 40]. Ambas proteínas presentan un péptido 
señal, una secuencia de anclaje a GPI y están asociadas a los DRMs de P. vivax [39, 
40]. Pv12 presenta dos dominios s48/45 [40] mientras, Pv38 un solo dominio ubicado 
hacia el extremo C-terminal [39]. Estas proteínas han mostrado ser antigénicas [39-41], 
sugiriendo que están expuestas al sistema inmune, probablemente durante la invasión de 
P. vivax a los glóbulos rojos.  
4.1.8 Variabilidad genética en antígenos del parásito de 
la malaria 
En los microorganismos, la variabilidad genética se ha convertido en una medida de 
supervivencia. Para los parásitos de la malaria, el polimorfismo es un punto clave para 
evadir el efecto de los antimaláricos, o del sistema inmune del hospedero [23], de ahí que 
se encuentre una alta variabilidad en las proteínas que están expuestas al sistema 
inmune. Esta variabilidad es causada por recombinación y por mutaciones puntuales las 
cuales se mantienen o desaparecen en una población dependiendo si son útiles o no 
para la supervivencia en un ambiente determinado [17]. Sin embargo, estas mutaciones 
pueden también ser fijadas o pérdidas por procesos aleatorios [25]. 
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Si el ambiente genera una presión selectiva, como por ejemplo, el uso de antimaláricos, 
la mutación presente (o que surja espontáneamente) en las proteínas que interactúan 
con el fármaco y que permitan la eliminación de éste, se fijarán en la población debido a 
una ventaja adaptativa proporcionada por esa mutación. Así mismo ocurrirá con aquellas 
proteínas ubicadas sobre la superficie del parásito. Estas proteínas están expuestas al 
sistema inmune del hospedero vertebrado, el cual genera una presión selectiva 
constante. Si una o varias mutaciones presentes en una de estas proteínas no permiten 
el reconocimiento de esa molécula por el sistema inmune, esta(s) proporcionará una 
ventaja adaptativa (tendrían una mayor fitness) y por lo tanto se fijarán dentro de la 
población del parásito.  
 
Cuando las poblaciones parasitarias sufren procesos demográficos, la fijación de las 
mutaciones no dependerá exclusivamente de su fitness. En ese caso las mutaciones 
presentes en las proteínas parasitarias, serán fijadas por procesos aleatorios y no 
representaran ninguna ventaja o desventaja adaptativa, por tanto tendrán la misma 
probabilidad de ser fijadas o eliminadas de la población. 
4.1.9 Selección y neutralidad 
Los cambios moleculares heredables que se mantienen en las poblaciones han sido 
explicados por dos procesos principales, la selección natural y el modelo neutral de 
evolución. La selección natural es un mecanismo mediante el cual las frecuencias de un 
genotipo o fenotipo cambian bajo ciertas condiciones ambientales y en un momento 
determinado. A nivel molecular se pueden encontrar dos tipos principales de selección: 
selección positiva y selección negativa. La selección positiva es el mecanismo que 
permite la fijación de mutantes con ventajas adaptativas al medio en que viven, por tanto 
la frecuencia de dichos mutantes se incrementan en la población. Mientras la selección 
negativa es aquella que permite que los mutantes nuevos deletéreos o variantes con un 
menor fitness en la población sean eliminados o tiendan a disminuir en frecuencia en las 
siguientes generaciones.  
 
Sin embargo, debido a que la variación genética existente en las poblaciones naturales 
suele ser alta, la selección no siempre podría explicar tal diversidad. Existen otros 
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factores estocásticos de tipo demográfico que permitirían la fijación de variantes 
genotípicas a pesar de que las mutaciones en estas variantes no tengan un mayor 
fitness. Bajo el modelo neutral de evolución molecular se asume que todos las 
mutaciones tienen la misma probabilidad de fijarse [25] (todos tienen el mismo fitness) 
por lo tanto, bajo neutralidad la tasa de sustitución por generación (G, que es el producto 
del número de mutaciones por sitio por generación, por la probabilidad de fijación o G = 
Nµ × 1/N; siendo N el tamaño de la población) debe ser igual a la tasa de mutación (µ) 
por generación (G = Nµ × 1/N = G =  Nµ × 1/N = G = µ), por lo cual si G es diferente a µ 
la neutralidad será descartada [80].  
  
Para evaluar que las mutaciones presentes en la población han sido fijadas de forma 
aleatoria (hipótesis de neutralidad) se han realizado diferentes aproximaciones 
estadísticas [81-88]. Si existen desviaciones del modelo neutral (es decir G ≠ µ), la 
influencia de la selección natural es probable. Una rápida fijación sugeriría selección 
positiva (G > µ), mientras que una fijación más baja de lo esperado sugeriría selección 
negativa (G < µ) [80].  
 
Estas aproximaciones estadísticas están basadas en: 1) el espectro de las frecuencias 
de los polimorfismos [84, 87, 88], 2) en la distribución de los haplotipos [81-83] o 3) en la 
determinación de las sustituciones de tipo sinónimo y no-sinónimo [85, 86]. Los dos 
primeros métodos asumen un equilibrio entre mutación y la deriva génica y toman de 
base el modelo de sitios infinitos. 
 
Dentro de los métodos basados en el espectro de la frecuencias de los polimorfismos 
encontramos las pruebas de Tajima [87], Fu & Li [84], y Fay & Wu [88]. La primera 
prueba (el estadístico D de Tajima) compara la diferencia entre dos parámetros, Theta (θ, 
calculado a partir de los sitios segregantes) y el promedio de diferencias nucleotídicas 
entre dos secuencias tomadas aleatoriamente (π). Si no existen diferencias entre estos 
parámetros (es decir π = θ) la hipótesis de neutralidad no se puede descartar y por lo 
tanto el polimorfismo existente podría ser neutro. Diferencias significativas entre estos 
dos parámetros es un indicador de desviaciones del modelo neutral que pueden ser 
consecuencia de procesos selectivos o de procesos demográficos. Si π es mayor a θ, la 
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prueba tendrá valores positivos. Como π se ve influenciado por alelos de altas 
frecuencias, un valor positivo será indicador de un exceso de variantes alélicas a 
frecuencias intermedias siendo este el resultado de una selección positiva balanceante o 
de una disminución de la población. Si π es menor que θ, la prueba tendrá valores 
negativos. Ya que θ se ve influenciado por alelos de baja frecuencia, un valor negativo 
puede ser interpretado como una selección negativa o a un aumento de la población, 
debido al aumento de alelos de bajas frecuencias [87].  
 
El método de Fu & Li evalúa la distribución de las mutaciones en una genealogía. Las 
sustituciones en las ramas externas representan mutaciones recientes, mientras que 
sustituciones sobre las ramas internas serán consideradas antiguas o ancestrales. Este 
estadístico hace una relación de las sustituciones en ramas internas y externas y la 
compara con lo esperado bajo neutralidad. De esta manera, la acumulación de 
sustituciones en las ramas externas será un indicador de selección negativa 
(observándose valores negativos en la prueba), mientras una baja acumulación de 
sustituciones en estas ramas y un exceso de sustituciones en las ramas internas serán 
un indicador de selección positiva balanceante (observándose valores positivos) [84]. 
 
El método de Fay & Wu calcula el estadístico H, el cual estima la diferencia entre la 
diversidad nucleotídica y el número de variantes derivadas de altas frecuencia usando 
para esto una secuencia de una especie filogenéticamente relacionada (o grupo externo). 
Valores significativamente negativos sugieren un alto número de variantes derivadas 
(diferentes al grupo externo) indicador de selección positiva direccional (barrido 
selectivo), mientras que valores positivos son el resultado de un exceso de variantes a 
frecuencias intermedias en la población estudiada sugiriendo una posible selección 
positiva balanceante [88]. 
 
Entre las pruebas basadas en la distribución de los haplotipos se encuentra el estadístico 
Fs de Fu [83]. Dado los valores de variabilidad (número de sitios segregantes) este 
estadístico estima la probabilidad de que el número de alelos observados en la muestra 
sea el mismo del esperado bajo la neutralidad. Por tanto un aumento en el número de 
alelos sugeriría un aumento reciente de la población o un hitchhiking (barrido selectivo o 
selección de fondo). Por el contrario si el número de alelos es menor a lo esperado bajo 
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neutralidad sugeriría un reciente cuello de botella o una selección balanceante, sin 
embargo, esta prueba es más susceptible a eventos demográficos [83]. 
 
Otro tipo de pruebas basadas en la distribución de los haplotipos, tienen en cuenta las 
asociaciones entre los alelos (haplotipos) presentes en la población. Uno de los 
estimadores calculados por este tipo de pruebas es el número de haplotipos (K); ya que 
cada sitio tiene una alta probabilidad de generar un nuevo haplotipo [82], K está 
condicionado por el tamaño de la muestra (n) y por el número de sitios segregantes 
presentes en esa muestra, por lo tanto K no debe ser mayor a la expresión S+1 [81, 82]. 
Simulaciones de coalescencia comparan si el valor de K observado es similar al número 
de haplotipos esperados bajo neutralidad [81, 82]. Cuando K observado es mayor al 
esperado, eventos como la selección balanceante o la estructura poblacional podrían 
estar actuando en la población analizada. En el caso de que K observado sea menor a lo 
esperado bajo neutralidad el evento que afecta la población podría ser un crecimiento 
poblacional o un barrido selectivo [82].  
 
La diversidad haplotipica (Hd) se define como la probabilidad de que dos haplotipos 
seleccionados al azar sean diferentes, lo cual es equivalente a la heterocigosidad 
esperada para los datos diploides. Similar a K, el valor de Hd está condicionado por S y 
por n [81, 82]. Mediante simulaciones de coalescencia se compara la Hd observada con 
lo esperado bajo la neutralidad. Valores positivos indican una posible selección 
balanceante mientras valores negativos sugieren un barrido selectivo [82].   
 
El ultimo tipo de pruebas están basados en la determinación de las sustituciones de tipo 
sinónimo (mutación en un codón que no altera el aminoácido a codificar) y no-sinónimo 
(mutación que altera la secuencia proteica). El método más utilizado para calcular la tasa 
de sustituciones no-sinónimas (dN) y de sustituciones sinónimas (dS) es el propuesto por 
Nei-Gojobori [86]. Este método determina el número de sitios potencialmente sinónimos y 
no-sinónimos y el número total de sustituciones sinónimas y no-sinónimas observadas en 
la muestra. Si el valor obtenido del cociente entre el número de sustituciones sinónimas 
sobre el número de sitios potencialmente sinónimos (dS) es mayor al cociente entre el 
número los sustituciones no-sinónimos sobre los sitios potencialmente no-sinónimos (dN), 
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es un indicador de selección negativa (dS > dN); pero si dN es mayor a dS, el tipo de 
selección que está actuando es positiva. Algunos autores representan el efecto de la 
selección por medio de la tasa omega (ω). Este valor es el resultado de la relación entre 
dN y dS (ω = dN/dS). Por lo tanto, si las mutaciones son neutrales, ω será igual a 1; si las 
mutaciones son mantenidas por selección positiva, ω será mayor a 1; mientras un ω 
menor a 1 es indicador de selección negativa [89].  
 
Para determinar si dN es mayor a dS (o viceversa) es necesario determinar el error 
estándar de estos valores, lo cual se puede realizar mediante un bootstrap [90]. Una vez 
se obtienen los valores del error estándar, la significancia de la prueba (si la muestra es 
grande) se obtiene al realizar la prueba Z implementada en el programa MEGA, donde la 
hipótesis nula es dN = dS, mientras la hipótesis alterna será dN > dS (o dS > dN). Si el 
número de sustituciones es bajo (<10) se realiza la prueba de Fisher [90] (Fisher’s exact 
test) para la significancia estadística.  
 
Uno de los inconvenientes del método de Nei-Gojobori es que asume que todos los sitios 
tienen la misma probabilidad de cambiar sin embargo, esto no siempre se cumple en las 
poblaciones naturales y por lo tanto el método podría sobrestimar los posibles sitios 
sinónimos y subestimar los posibles sitios no-sinónimos. Una aproximación para corregir 
este sesgo fue propuesto por Zhang y colaboradores en 1998 [91], quienes plantean que 
el cociente de transiciones debe ser mayor que el de las transversiones [91]. 
 
Otra prueba basada en la estimación de sustituciones sinónimas y no sinónimas es la 
desarrollada por McDonald y Kreitmann [85]. Esta prueba compara el polimorfismo 
sinónimo y no-sinónimo intra-especie con la divergencia sinónima y no-sinónima inter-
especie utilizando una especie filogenéticamente cercana. Bajo neutralidad (hipótesis 
nula) el cociente de dichas sustituciones (no-sinónimas/sinónimas) intra e inter especies 
debe ser igual. Si el polimorfismo es más alto que la divergencia es un indicador de una 
selección negativa débil o una selección balanceante. Si la divergencia resulta ser más 
alta que el polimorfismo, es un indicador de selección positiva. Sin embargo esta prueba 
no toma en cuenta la existencia de más de un cambio en un sitio, por tanto es necesario 
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aplicar la corrección propuesta por Jukes Cantor que ajusta la posibilidad de que un sitio 
cambie más de una vez [92]. 
4.1.10 Desequilibrio de ligamiento y recombinación 
La recombinación es un proceso realizado en células sexuales durante la meiosis la cual 
genera nuevas variantes genéticas, al tiempo que puede eliminar mutaciones deletéreas. 
Una medida de recombinación es el grado de ligamiento entre loci, denominado 
desequilibrio de ligamiento (LD) o desequilibrio gamético. El LD es la asociación no 
aleatoria de alelos en diferentes loci [93] que puede estar relacionado con una baja tasa 
de recombinación entre dichas regiones del genoma, generando la segregación de 
ambos como una unidad. Este tipo de segregación puede ser explicado por ligamiento 
físico, combinación alélica favorecida por selección natural o por estructura poblacional.  
 
Este concepto puede ser extrapolado a los polimorfismos de nucleótido simple (SNPs) 
dentro de un gen [93], por lo tanto el LD puede ser definido como la asociación no 
azarosa de SNPs dentro del gen. En una población sin eventos de selección, deriva 
génica o migración, los SNPs (o loci) se encontraran en equilibrio gamético (asociaciones 
azarosas entre ellos). Hay varias formas de estimar el desequilibrio de ligamiento siendo 
D y r2 los estimadores más utilizados. D es la diferencia entre la frecuencia observada del 
haplotipo y las frecuencias esperadas de dos SNPs si son segregados aleatoriamente; 
mientras r2, es la correlación estadística entre dos sitios, es decir, es el cuadrado de D 
sobre el producto de las frecuencias de los dos SNPs.  
 
Para evaluar el desequilibrio de ligamiento dentro de un locus se desarrolló el estadístico 
ZnS [94]. Este es el promedio del desequilibrio de ligamiento (medido por r
2) entre pares 
de sitios segregantes [94]. El estadístico identifica el ligamiento entre los SNPs en 
relación con la distancia nucleotídica a la que se encuentren. Si el valor de ZnS es 1 los 
SNPs están en desequilibrio de ligamiento, mientras un valor de 0 indicaría no ligamiento 
entre estos.  
 
El desequilibrio de ligamiento puede disminuir a medida que se aumenta la distancia 
física de los polimorfismos debido a procesos de recombinación intragénica. El 
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estadístico ZZ fue desarrollado para estimar la recombinación intragénica [95]. ZZ, es la 
diferencia entre el promedio del ligamiento (r2) entre pares de polimorfismos cercanos 
(Za) y el promedio del ligamiento (r2) entre pares de sitios polimórficos a través de la 
totalidad de la secuencia (ZnS) [95]. Si ZnS es menor a Za indicaría  que la recombinación 
afecta el locus, mientras si ZnS es mayor, un ligamiento entre los polimorfismos es 
esperado, por tanto la recombinación tiende a ser baja. Los intervalos de confianza de 
estos estadísticos se establecen por simulaciones de coalescencia. 
  
4.1.11 Desarrollo de una vacuna antimalárica 
El complejo ciclo de vida del parásito, la expresión de proteínas estadio-específicas y las 
diferentes estrategias de evasión del sistema inmune son un obstáculo para el desarrollo 
de una vacuna antimalárica [20, 24, 70]. A pesar de los esfuerzos destinados a su 
desarrollo, no existe hasta el momento una vacuna totalmente efectiva. El alto 
polimorfismo que presentan algunos de los antígenos parasitarios disminuye la eficacia 
de cualquier vacuna, por tanto, las diferentes variantes alélicas deberían ser incluidas 
para lograr una protección completa. Sin embargo, a pesar de ser la variabilidad genética 
un mecanismo de evasión importante [23], no toda la proteína puede mantener cambios 
en su secuencia, debido a que ciertas regiones pueden tener restricciones 
funcionales/estructurales (usualmente identificado por que dS > dN) y por lo tanto 
evolucionan más lentamente. Así, la evaluación de la variabilidad genética de estos 
antígenos es esencial durante el diseño de una vacuna completamente efectiva [96]. 
Estos estudios permitirán seleccionar los alelos más frecuentes [19] o en el mejor de los 
casos, elegir dominios conservados con restricciones funcionales/estructurales [24] que 
eviten respuestas inmunes alelo específicas. 
4.1.12 Candidatos a vacuna 
El merozoito es uno de los estadios infectivos de Plasmodium spp, encontrándose 
extracelularmente y por lo tanto expuesto al reconocimiento por el sistema inmune del 
hospedero, de ahí que sean células inmunológicamente importantes. Proteínas de su 
superficie o aquellas secretadas por sus organelos apicales son blancos para el 
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desarrollo de una vacuna (Figura 2), debido a que las respuestas inmunes dirigidas hacia 
ellas podría inhibir la invasión [26, 50, 97].  
 
Para que un antígeno sea considerado como candidato a ser incluido en una vacuna, 
este debe cumplir con 4 características: 1) estar involucrado en el proceso de invasión, 2) 
estar accesible al sistema inmune del hospedero, 3) inducir respuestas inmunes 
protectoras y 4) tener baja variabilidad genética [24].  
 
Estudios de variabilidad genética en diversas regiones del mundo han mostrado que 
proteínas de membrana involucradas en el proceso de invasión tales como: MSP-1, 
MSP-3α, MSP-5, MSP-7C, MSP-7H, MSP-7I, DBP, RBP y AMA-1 de P. vivax, son 
altamente polimórficas [10, 11, 13, 14, 16, 98-100] limitando su uso en el desarrollo de 
una vacuna. Por otro lado, proteínas de superficie como PvMSP-4, PvMSP-7A, PvMSP-
7K y PvMSP-10 son altamente conservadas, sugiriendo ausencia de presiones selectivas 
o restricciones funcionales/estructurales en estas proteínas [59, 101]. Este mismo 
comportamiento se presenta en miembros del complejo de bajo peso molecular de las 
roptrias [58, 102], las cuales mostraron tener una baja variabilidad genética.  
 
Durante los últimos años se han descrito nuevos antígenos en P. vivax [49-57] sin 
embargo, la estructura y la dinámica de la variabilidad genética parasitaria se ha 
evaluado solo en un reducido grupo de estos [14, 58, 59], convirtiéndose en una limitante 
para el desarrollo de una vacuna; por tal motivo se hace necesario seguir evaluando el 
polimorfismo en estos nuevos antígenos descritos y así determinar cuáles de ellos o que 
regiones conservadas pueden ser evaluadas como candidatos a vacuna. 
4.1.13 Marco legal 
Este proyecto fue desarrollado teniendo en cuenta la resolución colombiana Nº 008430 
del 4 de Octubre de 1993 del Ministerio de Salud, por la cual se establecen las normas 
científicas, técnicas y administrativas para la investigación que involucre seres humanos.  
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5. Metodología 
5.1 Tipo de investigación 
Este estudio es de tipo descriptivo experimental cuantitativo en el que se evaluó la 
variabilidad genética de los loci que codifican para los antígenos P12 y P38 de P. vivax. 
5.2 Población de estudio 
El ADN parasitario utilizado en este estudio fue extraído entre los años 2007 a 2010 a 
partir de sangre total de pacientes provenientes de diferentes regiones de Colombia. 
Todos los pacientes infectados por P. vivax quienes proporcionaron las muestras de 
sangre, fueron notificados del objetivo del estudio y firmaron un consentimiento 
informado. Todos los procedimientos realizados para la toma de muestra fueron 
aprobados por el comité de ética de La Fundación Instituto de Inmunología de Colombia 
– FIDIC.  
5.3 Integridad y presencia del ADN parasitario 
La integridad y presencia del ADN parasitario de 100 muestras almacenadas a -20°C 
(colectadas entre los años 2007 y 2010) en la Fundación Instituto de Inmunología de 
Colombia – FIDIC, procedentes de diferentes regiones de Colombia, fue evaluada por 
medio de la amplificación de la subunidad ribosomal 18s utilizando primers específicos 
para P. vivax (SSU-F 5´-ATGAACGAGATCTTAACCTGC-3´ y SSU-R 5´-
CATCACGATATGTA5TGATAAAGATTACC-3´) en una Touchdown PCR como ha sido 
descrito previamente [103]. La reacción contenía: 1x de Mango Taq reaction Buffer 10x 
(BIOLINE), 2,5 mM de MgCl2, 0,25 mM de dNTPs,  0,5 μM de cada primer, 0,1 U de 
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Mango Taq DNA polymerase (BIOLINE) y 40 ng de ADN genómico en un volumen final 
de 10 μL. El perfil térmico de la PCR fue: 1 ciclo de denaturación inicial a 95°C (5 
minutos), seguido por 10 ciclos de 95°C (20 segundos), anillaje a 65°C (30 segundos) y 
extensión a 72°C (45 segundos). La temperatura de anillaje fue reducida en 1 grado en 
cada ciclo hasta llegar a 55°C. A esta temperatura se corrieron 35 ciclos adicionales 
seguidos de un ciclo de extensión final a 72°C (10 minutos). Los productos de 
amplificación fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en TAE 
1X, utilizando 1 µL de SYBR® Safe (Invitrogen). 
5.4 Identificación de infección por cepa única de P. vivax  
Se  realizó la identificación de infección por cepa única de P. vivax por medio de PCR-
RFLP del marcador polimórfico pvmsp-1. Se amplificó el fragmento 2 del gen pvmsp-1 
(bloques 6, 7 y 8) con los primers directo 5´-
AAAATCGAGAGCATGATCGCCACTGAGAAG-3´ y reverso 5´-
AGCTTGTACTTTCCATAGTGGTCCAG-3´ [104]. Los fragmentos amplificados fueron 
digeridos con las enzimas de restricción Alu I y Mnl I como ha sido descrito previamente 
[104]. Los productos fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 3% en 
TAE 1X, utilizando 1 µL de SYBR® Safe (Invitrogen). 
5.5 Amplificación por PCR de los genes pv12 y pv38 
Se diseñó un juego de primers para la amplificación de cada uno de los genes basados 
en las secuencias de la cepa de referencia Sal-I (números de acceso en PlasmoDB: 
PVX_113775 de pv12 y PVX_097960 de pv38).  Para pv12 se utilizaron los primers: 
Pv12-directo 5´-GTACCGCTTAACACCGC-3´ y Pv12-reverso 5´-
GCACTACATTATAAAGAAAAGGACC-3´. Para pv38: Pv38-directo 5´-
CGCTTCTTTCACCGCTTC-3´, y Pv38-reverso 5´-CACACATTAACGCTGCTTCG -3´. La 
mezcla de la reacción de PCR contenía 10 mM de Tris HCL, 50 mM de KCl (GeneAmp 
10X PCR Buffer II [Applied Biosystems]), 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTPs, 0,5 
µM de cada primer, 0,76 U de la enzima Amplitaq Gold DNA polymerase (Applied 
Biosystems) y 40 ng de ADN genómico en un volumen final de 50µL. El perfil térmico de 
la PCR fue el siguiente: 1 ciclo a 95°C (7 minutos), 40 ciclos a 95°C (20 segundos), 56°C 
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(30 segundos), 72°C (1 minuto) y finalmente un ciclo de extensión a 72°C (10 minutos). 
Los productos de amplificación fueron purificados empleando el kit comercial UltraClean 
PCR Clean-up (MO BIO). Los productos de PCR purificados fueron secuenciados 
bidireccionalmente con los primers de amplificación utilizando el método BigDye con 
electroforesis capilar, usando ABI-3730 XL (MACROGEN, Seúl, Corea del sur). Dos 
productos de PCR independientes fueron secuenciados para descartar errores.  
5.6 Análisis de la diversidad genética 
Se analizaron y ensamblaron los electroferogramas obtenidos por secuenciación usando 
el software CLC Main workbench v.5 (CLC bio, Cambridge, MA, USA), obteniendo una 
secuencia consenso por muestra para los genes pv12 y pv38, las cuales fueron 
comparadas y analizadas frente a secuencias de referencia obtenidas de varios 
proyectos de secuenciación [105, 106] (números de acceso, pv12: XM_001616094.1, 
AFBK01001496.1, AFNI01000939.1, AFMK01001167.1 y AFNJ01001458.1; pv38: 
XM_001613202.1, AFNI01000834.1, AFNJ01000090.1, AFMK01001057.1 y 
AFBK01001340.1) o reportadas en la base de datos GenBank (números de acceso, 
pv12: GU476521.1; pv38: JF427569.1 y JF427570.1). Con el software GenneRunner las 
secuencias consenso fueron traducidas para obtener la secuencia deducida de 
aminoácidos. Estas secuencias fueron alineadas con el algoritmo MUSCLE [107] 
disponible en: http://www.bioinformatics.nl/tools/muscle.html y editadas manualmente. 
Posteriormente, el alineamiento de ADN fue generado con el programa PAL2NAL [108] a 
partir del alineamiento de aminoácidos. 
 
El software DnaSP v.5 [109] fue utilizado para evaluar el polimorfismo genético 
intrapoblacional mediante el cálculo de: el número de sitios segregantes (Ss), el número 
de sitios singleton (s), el número de sitios parsimoniosos (Ps), el número de haplotipos 
(H), la diversidad haplotipica (Hd, la cual fue multiplicada por (n-1)/n de acuerdo a 
Depaulis y Veuille [82, 109]), el estimador de Watterson (w) y la diversidad nucleotídica 
por sitio (). Adicionalmente, la frecuencia de cada haplotipo se estimó por conteo, por 
año y por región. 
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Varias familias de pruebas fueron utilizadas para evaluar el modelo neutral de evolución 
molecular: basadas en el espectro de frecuencia de las mutaciones y basadas en la 
distribución de los haplotipos. Dentro del primer tipo de pruebas se calcularon los 
estadísticos D de Tajima [87], D* y F* de Fu & Li [84], y el estadístico H de Fay & Wu 
[88]. Dentro de las pruebas basadas en la distribución de los haplotipos se calculó el 
estadístico Fs de Fu [83] y las pruebas K-test y H-test [82]. La significancia de las 
pruebas fue determinada mediante simulaciones de coalescencia usando los programas 
DnaSP v.5 [109] y ALLELIX (proveído por el Dr Sylvain Mousset). Para todas las pruebas 
los sitios con gaps no fueron tenidos en cuenta.  
 
El efecto de la selección natural fue evaluado mediante el cálculo del número promedio 
de sustituciones no-sinónimas por sitio no-sinónimo (dN) y el número promedio de 
sustituciones sinónimas por sitio sinónimo (dS) utilizando el método modificado de Nei-
Gojobori [91]. Diferencias significativas entre estas fueron determinadas utilizando la 
prueba de Fisher (Fisher’s exact test) y la prueba Z incorporada en el programa MEGA 
v.5 [110]. Diferencias entre dN y dS por sitio se calcularon mediante los métodos SLAC, 
FEL, REL [111], IFEL [112], MEME [113] y FUBAR [114]. Adicionalmente, para inferir las 
señales de selección natural que puede haber prevalecido durante la historia evolutiva de 
los parásitos de la malaria, se calculó el número promedio de la divergencia no sinónima 
por sitio no sinónimo (KN) y el número promedio de la divergencia sinónima por sitio 
sinónimo (KS), utilizando el método de Nei-Gojobori modificado [91] con la corrección de 
Jukes-Cantor [92]. Para este cálculo se usaron las secuencias ortólogas de p12 y p38 de 
P. cynomolgi y P. knowlesi. Finalmente, se calculó la prueba de McDonald-Kreitman [85], 
la cual busca señales de selección pasada, comparando el polimorfismo intra-específico 
con la divergencia inter-específica usando las secuencias ortólogas de P. cynomolgi y P. 
knowlesi. Esta prueba se llevó a cabo utilizando el servidor web http://mkt.uab.es/mkt/ 
[115] el cual tiene en cuenta la corrección de divergencia de Jukes-Cantor [92].  
 
Con el fin de evaluar el desequilibrio de ligamiento (LD) y la influencia de la 
recombinación intragénica, se calcularon los estadísticos ZnS [94] y ZZ [95] 
respectivamente. Adicionalmente, se calculó el número mínimo de eventos de 
recombinación (Rm) en el cual se incluye el tamaño efectivo de la población y la 
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probabilidad de recombinación entre los nucleótidos adyacentes por generación [116], 
además del método GARD [117] disponible en Datamonkey [118]. 
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6. Resultados 
6.1 Presencia de ADN genómico y genotipificación  
A partir de 100 muestras provenientes de diversas regiones de Colombia, colectadas 
entre los años 2007 y 2010, se amplificó un fragmento de la subunidad ribosomal 18s de 
P. vivax. Setenta y siete muestras mostraron un amplicón a la altura esperada, indicando 
la presencia de ADN genómico parasitario (Figura 5). Posteriormente, se amplificó una 
región del gen pvmsp-1 (Figura 6) el cual fue digerido por enzimas de restricción (Figura 
7), mostrando que siete de las 77 muestras positivas para P. vivax presentaban 
infecciones múltiples. Por tanto, solo 70 muestras fueron consideradas para los 
posteriores análisis.  
 
Figura 5. Amplificación de la subunidad 18s de P. vivax 
 
La presencia de ADN parasitario fue confirmada por la amplificación de la subunidad 18s 
de P. vivax. Carriles del 1-11: Algunas muestras utilizadas en este estudio, C+: control 
positivo, ADN de la cepa VCG-I, C-: control negativo y MP: marcador de peso 
Hyperladder V. 
 
44 ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD GENÉTICA Y LAS FUERZAS EVOLUTIVAS DE LOS LOCI pv12 y pv38 de investigación 
 
 
Figura 6. Amplificación del bloque 2 del gen pvmsp-1 
 
Carril 1: Muestra con infección múltiple, carriles del 2-5: Algunas muestras utilizadas en 
este estudio, C+: control positivo ADN de la cepa VCG-I, C-: control negativo reactivos, 
C-2: control negativo ADN cepa FVO de P. falciparum, MP: marcador de peso 
Hyperladder I. 
 
Figura 7. Digestión enzimática del bloque 2 del gen pvmsp-1 
 
Carriles del 1-11: Algunas muestras utilizadas en este estudio, MP: marcador de peso 
Hyperladder V. en el panel de arriba se muestra el patrón de digestión generado por Alu I 
y en el panel inferior el patrón de digestión obtenido por Mnl I. 
6.2 Diversidad genética en pv12 y pv38 
Setenta muestras amplificaron un fragmento de 1.200 pares de bases (pb) 
correspondientes al gen pv12 (Figura 8). Estos amplicones fueron purificados y 
secuenciados. Las secuencias obtenidas fueron comparadas y analizadas frente a 
diferentes secuencias de referencia obtenidas de varios proyectos de secuenciación 
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[105, 106] y aquellas con un haplotipo diferente a los ya reportados, fueron depositadas 
en la base de datos Genebank bajo los números de acceso KF667328 al KF667329.  
 
Figura 8. Productos de amplificación por PCR de algunas muestras del fragmento del gen 
pv12 
 
Carriles del 1-6: Algunas muestras utilizadas en este estudio que presentaron el 
amplimero del gen pv12, C+: control positivo ADN de la cepa VCG-I, C-: control negativo, 
MP: marcador de peso Hyperladder I. 
 
Figura 9. Haplotipos encontrados en pv12 
 
A. Haplotipos encontrados en pv12, los números superiores muestran la localización de los sitios 
segregantes encontrados. B. representación esquemática del gen pv12.  Region que codifica 
para el peptido señal,  Región que codifica para los dominios s48/45,  Región que codifica 
para el anclaje GPI,  Región repetitiva,  Sustitución no-sinónima,  Sustitución sinónima. 
Numeración basada en la secuencia de referencia Sal-I. 
46 ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD GENÉTICA Y LAS FUERZAS EVOLUTIVAS DE LOS LOCI pv12 y pv38 de investigación 
 
 
 
A lo largo del gen pv12 se observaron 4 SNPs (Figura 9) no-sinónimos, ubicados en las 
posiciones 375 (N125K), 379 (T127A), 539 (L180W) y 662 (N221S). En la población 
Colombiana solo el SNP en la posición 375 fue encontrado. En pv12 se encontraron 6 
haplotipos (Figura 9, Tabla 1 y Anexo 1A) alrededor del mundo, 4 de los cuales están 
presentes en la población parasitaria de Colombia (haplotipos 2, 3, 5 y 6). En estos 6 
haplotipos se observó una región repetitiva que codifica para los aminoácidos 
N[A/V][H/Q] la cual ha sido previamente reportada [40]. El haplotipo 1 (proveniente de 
Corea del Norte) mostró una inserción entre los nucleótidos 271 y 305 (Figura 9A y 
Anexo 1A) mientras los haplotipos encontrados en la población Colombiana mostraron 
deleciones en esta región (Figura 9A y Anexo 1A, Haplotipos 2 y 3). 
 
Figura 10. Frecuencias de los haplotipos de pv12 por años y por regiones del país 
 
A. Frecuencia de los haplotipos de pv12 en la población Colombiana por año B. Frecuencia de los 
haplotipos de pv12 por regiones de origen de las muestras. 
 
La frecuencias de los haplotipos encontrados en Colombia fue de 8.7%, 5.8%, 10.14% y 
75.36% para los haplotipos 2, 3, 5 y 6 respectivamente. Por año (Figura 10A) y por región 
(Figura 10B), el haplotipo 6 siempre fue el más predominante con una frecuencia superior 
al 70%. Los restantes haplotipos estuvieron ausentes o a bajas frecuencias (Figura 10). 
El haplotipo 3 estuvo presente en el año 2009 pero ausente en los otros años (Figura 
10A). Adicionalmente, este haplotipo solo fue encontrado en la región suroeste del país 
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(Figura 10B). Así mismo, el haplotipo 2 estuvo ausente durante los años 2007-2008 pero 
presente en los años 2009-2010 (Figura 10A). A diferencia del haplotipo 3, este haplotipo 
se encontró en todas las subpoblaciones (Figura 10B).  
 
Tabla 1. Estimadores de la variabilidad genética 
n Gen Sitios Ss S Ps H θ
w 
(de) π (de) 
Variabilidad global  
76 pv12 927 4 3 1 6 0,0009 (0,0005) 0,0004 (0,0001) 
53 pv38 1035 9 1 8 17 0,0019 (0,0006) 0,0026 (0,0002) 
Variabilidad local  
70 pv12 1047 1 0 1 4 0,0002 (0,0002) 0,0003 (0,0001) 
46 pv38 1062 8 0 8 14 0,0017 (0,0006) 0,0024 (0,0002) 
Los estimadores de la diversidad genética fueron calculados usando las secuencias obtenidas de 
las bases de datos junto con las secuencias Colombianas (variabilidad global) y solo las 
secuencias colombianas (variabilidad local). n: Número de aislados, sitios: Total de sitios 
analizados excluyendo gaps, Ss: Número de sitios segregantes, S: Número de sitios singleton, Ps: 
Número de sitios parsimoniosos, H: Número de haplotipos, θ
w
: estimador de Watterson, π: 
diversidad nucleotídica por sitio. de: Desviación estándar.  
 
pv12 mostró una diversidad nucleotídica por sitio (π) global (tomando en cuenta las 
secuencias de diferentes regiones del mundo junto con las Colombianas) de 0,0004 ± 
0,0001 y de 0,0003 ± 0,0001 para la población Colombiana (Tabla 1).  
 
Figura 11. Productos de amplificación por PCR del fragmento del gen pv38 
 
Carriles del 1-6: Algunas muestras utilizadas en este estudio que presentaron el 
amplimero del gen pv38, C+: control positivo ADN de la cepa VCG-I, C-: control negativo, 
MP: marcador de peso Hyperladder I. 
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Solo cuarenta y seis muestras con infección por cepa única mostraron un fragmento de 
amplificación de 1.121 pb correspondientes al gen pv38 (Figura 11). Las 46 secuencias 
obtenidas a partir de aislados Colombianos fueron comparadas y analizadas frente 
secuencias de referencia obtenidas de diferentes regiones del mundo [105, 106]. 
Aquellas secuencias Colombianas obtenidas en este trabajo y con un haplotipo diferente 
a los previamente reportados se encuentran disponibles en Genbank bajo los números 
de acceso KF667330 al KF667340. 
 
Figura 12. Haplotipos encontrados en pv38  
 
A. Haplotipos encontrados para pv38, los números superiores indican las posiciones de los sitios 
segregantes encontrados. B. Representación esquemática del gen pv38.  Region que codifica 
para el peptido señal,  Región que codifica para el dominio s48/45,  Región que codifica 
para el anclaje GPI,  Sustitución no-sinónima,  Sustitución sinónima. Numeración basada en la 
secuencia de referencia Sal-I. 
 
En el gen pv38 se observaron 9 SNPs (Figura 12 y Anexo 1B), la mayoría de los cuales 
fueron de tipo no-sinónimos (nucleótidos: 88 (R30S), 206/207 (A69V), 209 (R70L), 
524/525 (T175N), 880 (M294L) y 998 (S333N)) [119]. Adicionalmente, las posiciones 969 
y 525 (para esta última siempre y cuando no estuviera asociada a la posición 524) 
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generan sustituciones sinónimas. En Colombia la población parasitaria presenta 8 de 
estos 9 SNPs, todos como sitios parsimoniosos 
 
A partir del alineamiento (incluyendo las secuencias de diferentes regiones del mundo) se 
identificaron 17 haplotipos (Figura 12A y Anexo 1B), 14 de los cuales se encuentran en la 
población parasitaria de Colombia a diferentes frecuencias: haplotipo 1, 11%; haplotipo 5, 
4%; haplotipo 6, 2%; haplotipo 7, 20% ; haplotipo 8, 15%; haplotipo 9, 7%; haplotipo 10, 
2%; haplotipo 11, 4%; haplotipo 12, 13%; haplotipo 13, 4%; haplotipo 14, 2%; haplotipo 
15, 4% ; haplotipo 16, 7% y haplotipo 17, 4%. Por año (Figura 13A), la mayoría de 
haplotipos fueron encontrados más o menos con frecuencias similares y ninguno supero 
el 50%. Este mismo comportamiento se observó al calcular las frecuencia por regiones 
(Figura 13B). La diversidad nucleotídica global en este gen fue de 0,0026 ± 0,0002 y en 
la población Colombiana fue de 0,0024 ± 0,0002 (Tabla 1).  
 
 
Figura 13. Frecuencias de los haplotipos de pv38 por año y por región 
 
A. Frecuencia de los haplotipos de pv38 en la población Colombiana por año. B. Frecuencia de los 
haplotipos de pv38 por regiones de origen de las muestras. 
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6.3 Desviaciones del modelo neutral de evolución 
molecular para pv38 pero no para pv12 
Para evaluar si pv12 y pv38 siguen las expectativas de neutralidad, fueron utilizadas 
varias pruebas basadas en esta hipótesis. Para pv12 no se encontraron valores 
significativos para las pruebas de Tajima, Fu & Li, Fay & Wu o Fu (Tabla 2). Así mismo, 
el número de haplotipos (K = 4) y la diversidad haplotípica (0,406 ± 0,07) de la población 
Colombiana (Tabla 2) fueron los esperados bajo neutralidad según las pruebas K-test y 
H-test. 
 
Tabla 2. Estimadores de neutralidad, desequilibrio de ligamiento y recombinación 
 n Gen 
Tajima Fu & Li Fay & Wu 
H Fu Fs  K-test H-test (de) ZnS ZZ RM D D* F* 
70 pv12 0,365 0,516 0,548 0,000 0,902 4 0,406 (0,07) ND ND ND 
46 pv38 1,147 1,304 1,473 -1,275 -4,451 14*   0,890 (0,02)* 0,107 0,125 2 
n: Número de aislados, Valores significativos se encuentran señalados en color rojo. *: p < 0.05, 
ND: No determinado, de: Desviación estándar. 
 
Para pv38 los estadísticos de las pruebas de neutralidad (D de Tajima, D* y F* de Fu & 
Li, H de Fay & Wu y Fs de Fu) tampoco mostraron valores estadísticamente significativos 
(Tabla 2), sugiriendo que el gen se encuentra bajo el modelo neutral de evolución. Sin 
embargo, la presencia de 14 haplotipos y una diversidad haplotípica de  0,890  ± 0,02 en 
la población Colombiana fue superior a lo esperado bajo la neutralidad, según las 
pruebas K-test y H-test (Tabla 2).   
6.4 Efecto de la selección  natural en pv12 y pv38 
Para evaluar si la selección natural ha tenido algún efecto en la evolución de alguno de 
estos dos genes, se calcularon la tasas de sustituciones sinónimas por sitio sinónimo (dS) 
y la tasas de sustituciones no-sinónimas por sitio no-sinónimo (dN) utilizando la longitud 
total de cada gen y dividiéndolos en dos regiones: región A y región B. Para pv12 la 
región A comprende los nucleótidos 1 al 546 (aminoácidos del 1 al 182 que incluye uno 
de los dominios s48/45); y la región B, los nucleótido 547 al 1.095 (aminoácidos del 183 
al 365 que incluye el otro dominio s48/45). Para pv38 la región A comprende los 
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nucleótidos 1 al 459 (aminoácidos 1 al 153), mientras la región B incluye los nucleótidos 
460 al 1.065 (aminoácidos 154-355 que incluyen el dominio s48/45). 
 
Para pv12, tanto en la secuencia completa del gen como para ambas regiones, no se 
encontraron valores significativos (Tabla 3). Adicionalmente, se calcularon las tasas dN y 
dS para cada codón en el alineamiento mediante el servidor Datamonkey, el cual no 
mostró sitios bajo selección, indicando una vez más que el gen no parece desviarse de la 
neutralidad. 
 
Figura 14. Ventana deslizante de la tasa omega 
 
Los valores ω (dN/dS) de los genes p12 y p38 de Plasmodium vivax se encuentran en azul, 
mientras que la divergencia (ω = KN/KS) entre Plasmodium vivax y Plasmodium cynomolgi (Pcyn) y 
entre Plasmodium vivax y Plasmodium knowlesi (Pkno) se muestra en color fucsia y morado 
respectivamente. La representación gráfica de cada gen se encuentra debajo de la respectiva 
ventana deslizante.  Region que codifica para el peptido señal,  Región que codifica para 
los dominios s48/45,  Región que codifica para el anclaje GPI,  Región repetitiva,  
52 ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD GENÉTICA Y LAS FUERZAS EVOLUTIVAS DE LOS LOCI pv12 y pv38 de investigación 
 
 
Sustitución no-sinónima,  Sustitución sinónima.  Sitio seleccionado positivamente,  Sitio 
seleccionado negativamente. En la parte superior del cada gen se observan los sitios 
seleccionados intra-especie y en la parte inferior se indican los sitios seleccionados inter-especie. 
Los sitios fueron identificados por el servidor Datamonkey. 
 
 
 
Tabla 3. Tasa de sustituciones sinónimas por sitio sinónimo (dS) y tasa de sustituciones no-
sinónimas por sitio no-sinónimo (dN) 
N Gen Región A Región B Secuencia completa 
Aislados 
mundiales 
dS  
(es) 
dN  
(es) 
dS  
(es) 
dN  
(es) 
dS  
(es) 
dN  
(es) 
76 pv12 
0.0000 
(0.0000) 
0.0011 
(0.0010) 
0.0000 
(0.0000) 
0.0002 
(0.0001) 
0.0000 
(0.0000) 
0.0006 
(0.0005) 
53 pv38 
0.0013 
(0.0013) 
0.0028 
(0.0018) 
0.0059 
(0.0040) 
0.0015 
(0.0010) 
0.0039 
(0.0023) 
0.0020 
(0.0009) 
Aislados 
Colombianos 
            
70 pv12 
0.0000 
(0.0000) 
0.0007 
(0.0007) 
0.0000 
(0.0000) 
0.0000 
(0.0000) 
0.0000 
(0.0000) 
0.0004 
(0.0003) 
46 pv38 
0.0015 
(0.0015) 
0.0030 
(0.0018) 
0.0055 
(0.0037) 
0.0012 
(0.0009) 
0.0038 
(0.0022) 
0.0020 
(0.0009) 
Las tasas dN y dS fueron estimadas usando las secuencias obtenidas de las bases de datos junto 
con las secuencias colombianas (Aislados mundiales) y solo con las secuencias colombianas. n: 
Número de aislados. pv12 Región A, nucleótidos 1-546 y Región B, nucleótidos 547-1.095. pv38 
Región A, nucleótidos 1-459 y Región B, nucleótidos 460-1.065. es: Error estándar. No se 
encontraron diferencias significativas. Numeración basada en la secuencia de referencia Sal-I.   
En pv38, las sustituciones dN fueron más altas que las sustituciones dS en la región A, 
mientras en la región B, las sustituciones dS fueron más altas que las dN, aunque no se 
observaron valores significativos (Tabla 3). Sin embargo, las pruebas de selección por 
codones mostraron selección positiva en el codón 70 y selección negativa en los codones 
175 y 323 (Figura 14).  
6.5 Desequilibrio de ligamiento (LD) y recombinación 
Para determinar posibles asociaciones entre los polimorfismos y/o la presencia de 
recombinación en pv38 se calcularon varios estadísticos (Tabla 2). Ya que en pv12 solo 
se encontró un sitio polimórfico, estas pruebas no fueron realizadas para este gen. El 
estadístico ZnS (que mide el LD) no mostró valores estadísticamente significativos, 
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indicando que los polimorfismos de pv38 no se encuentran asociados. Al realizar una 
regresión lineal entre el LD y la distancia nucleotídica se observó una disminución del LD 
a medida que la distancia nucleotídica va aumentando (Figura 14), indicando que la 
recombinación intragénica podría generar nuevas variantes.  
 
 
Figura 15. Regresión lineal entre el desequilibrio de ligamiento y distancia nucleotídica 
 
r
2
 : Desequilibrio de ligamiento entre pares de SNPs. El desequilibrio de ligamiento disminuye a 
medida que aumenta la distancia nucleotidica. 
 
Para confirmar si la recombinación afecta la evolución de pv38, se calculó el estadístico  
ZZ, el cual no mostró valores significativos (Tabla 2). Sin embargo, 2 RM (sitios mínimos 
de recombinación) fueron encontrados. Adicionalmente, el método GARD disponible en 
el servidor web Datamonkey, mostró un breakpoint de recombinación en el posición 524 
confirmando la presencia de recombinación en este gen.  
6.6 Evaluación de la Selección natural por largos 
periodos de tiempo. 
Para determinar el efecto a largo plazo de la selección natural sobre estos genes, fueron 
calculadas las divergencias sinónimas por sitio sinónimo (KS) y las divergencias no-
sinónimas por sitio no-sinónimo (KN). Para ambos genes se encontró que KS fue 
significativamente mayor a KN (p < 0.002) a lo largo de toda la secuencia (Tabla 4). Este 
mismo comportamiento se observó cuando se calcularon estas tasas para cada región 
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(Tabla 4) o para cada dominio s48/45 (Tabla 5). Se realizó una ventana deslizante 
(Figura 15), para evaluar el comportamiento de las divergencias KN y KS (tasa ω) a lo 
largo del gen. Se observaron valores de ω por debajo de 1 a lo largo de pv12 y pv38. 
Adicionalmente, se identificaron un gran número de sitios bajo selección negativa entre-
especies, indicando que después de la divergencia de P. vivax, P. cynomolgi y P. 
knowlesi la mayoría de mutaciones que se han fijado son sinónimas (Anexo 4).   
Por otra parte, cuando se comparó el polimorfismo intra-especifico y la divergencia inter-
especifica mediante la prueba de McDonald-Kreitman, se observó valores significativos 
(utilizando todos los haplotipos encontrados) para ambos genes (Tabla 6) siendo el 
polimorfismo (PN/PS) mayor a la divergencia (DN/DS) (Tabla 6), lo que puede interpretarse 
como selección negativa débil o una selección positiva balanceante. Sin embargo, 
cuando esta prueba se realizó solo con los haplotipos encontrados en Colombia no se 
observaron valores significativos en pv12 pero si en pv38 (Tabla 6). 
 
Tabla 4. Divergencia sinónima y no-sinónima por regiones del gen 
P. vivax/P. cynomolgi 
n Gen Región A Región B Secuencia total del gen 
Aislados mundiales K
S
 (se) K
N
 (se) K
S
 (se) K
N
 (se) K
S
 (se) K
N
 (se) 
78 pv12 0,0148 (0.0027)† 0,0048 (0,0013)  0,0160 (0,0027)* 0,0039 (0,0007)  0,0156 (0.0018)* 0,0044(0,0007) 
54 pv38 0,0337 (0,0063)†  0,0082 (0,0021)  0,0288 (0,0053)* 0,0063 (0,0012) 0,0306(0.0039)* 0,0071(0,0011) 
Aislados colombianos 
71 pv12 0,0149 (0,0025)† 0,0048 (0,0010)  0,0166 (0,0025)* 0,0044 (0,0007) 0,0160(0.0018)* 0,0047(0,0006) 
47 pv38 0,0386 (0,0068)*  0,0092 (0,0023)  0,0296 (0,0051)* 0,0069 (0,0012) 0,0330(0.0040)* 0,0078(0,0012) 
P. vivax/P. knowlesi  
n Gen Región A Región B Secuencia total del gen 
Aislados mundiales K
S
 (se) K
N
 (se) K
S
 (se) K
N
 (se) K
S
 (se) K
N
 (se) 
78 pv12 0,0242 (0,0048)† 0,0056 (0,0014)  0,0198 (0,0034)* 0,0038 (0,0007) 0,0220(0.0026)* 0,0047(0,0007) 
54 pv38 0,0410 (0,0100)† 0,0077 (0,0023)  0,0312 (0,0055)* 0,0068 (0,0012) 0,0343(0.0043)* 0,0072(0,0011) 
Aislados colombianos  
71 pv12 0,0232 (0,0038)* 0,0058 (0,0011) 0,0218 (0,0034)* 0,0046 (0,0007) 0,0228(0.0025)* 0,0052(0,0006) 
47 pv38 0,0470 (0,0117)†  0,0086 (0,0023)  0,0335 (0,0055)* 0,0074 (0,0012) 0,0378(0.0049)* 0,0079(0,0012) 
Las tasas KN y KS fueron estimados usando las secuencias obtenidas de las bases de datos junto 
con las secuencias colombianas (Aislados mundiales) y solo con las secuencias colombianas. n: 
Número de aislados. pv12 Región A, nucleótidos 1-546 y Región B, nucleótidos 547-1.095. pv38 
Región A, nucleótidos 1-459 y Región B, nucleótidos 460-1.065. se: Error estándar; Numeración 
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basada en la secuencia de referencia Sal-I. Valores significativos se encuentran señalados en 
color rojo. *: p < 0.000, †: p < 0.002. 
 
Cuando se calcularon el polimorfismo intra-especifico y la divergencia inter-especifica en 
cada región, se observaron valores significativos para la región A en ambos genes, 
mientras para que en la región B, la neutralidad no puede ser rechazada en pv38 (Tabla 
7).  
 
Tabla 5. Divergencia sinónima y no sinónimo en los dominios s48/45 
P. vivax/P. cynomolgi 
n Gen s48/45 región A s48/45 región B 
Aislados mundiales K
S
 (se) K
N
 (se) K
S
 (se) K
N
 (se) 
78 pv12 0.0162(0.0033)† 0.0054(0.0016) 0.0192(0.0039)† 0.0028(0.0006) 
54 pv38  - 0.0299(0.0069)† 0.0055(0.0013) 
Aislados colombianos         
71 pv12 0.0176(0.0034)† 0.0054(0.0013) 0.0208(0.0043)† 0.0029(0.0007) 
47 pv38  - 0.0332(0.0070)† 0.0058(0.0012) 
P. vivax/P. knowlesi  
n Gen s48/45 región A s48/45 región B 
Aislados mundiales K
S
 (se) K
N
 (se) K
S
 (se) K
N
 (se) 
78 pv12 0.0250(0.0054)† 0.0060(0.0016) 0.0201(0.0045)† 0.0028(0.0006) 
54 pv38  - 0.0278(0.0065)† 0.0050(0.0012) 
Aislados colombianos         
71 pv12 0.0271(0.0060)† 0.0061(0.0014) 0.0218(0.0050)† 0.0029(0.0006) 
47 pv38  - 0.0308(0.0068)† 0.0052(0.0011) 
Las tasas KN y KS fueron estimados usando las secuencias obtenidas de las bases de datos junto 
con las secuencias colombianas (Aislados mundiales) y solo las secuencias colombianas. n: 
Número de aislados. Dominio s48/45 de pv12 Región A: nucleótidos 82-471; dominio s48/45 de 
pv12 Región B: nucleótidos 589-906; dominio s48/45 de pv38 Región B: nucleótidos 481-852; -: 
no hay dominio s48/45 en región A de pv38. Numeración basada en la secuencia de referencia 
Sal-I. Valores significativos se encuentran señalados en color rojo. *: p < 0.000, †: p < 0.002.  
 
 
 
56 ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD GENÉTICA Y LAS FUERZAS EVOLUTIVAS DE LOS LOCI pv12 y pv38 de investigación 
 
 
 
 
 
 
Tabla 6. Prueba de  McDonald-Kreitman 
  Aislados de diferentes regiones del mundo   
    P. cynomolgi P. knowlesi   
  
Fijados Polimórficos 
Pn/Ps > Dn/Ds  
p-values Fijados Polimórficos 
Pn/Ps > Dn/Ds  
p-values 
pv12 
Sustituciones no-
sinónimas  
78.66 4 
0.002 
93.86 4 
0.000 
Sustituciones 
sinónimas 
190.23 0 340.47 0 
pv38 
Sustituciones no-
sinónimas  
85.90 6 
0.004 
85.14 6 
0.003 
Sustituciones 
sinónimas 
257.31 3 265.94 3 
  Aislados Colombianos   
pv12 
Sustituciones no-
sinónimas  
93.05 1 
0.146 
115.54 1 
0.083 
Sustituciones 
sinónimas 
197.20 0 347.80 0 
pv38 
Sustituciones no-
sinónimas  
89.22 5 
0.023 
88.50 5 
0.016 
Sustituciones 
sinónimas 
248.66 3 264.90 3 
La prueba de McDonald-Kreitman fue realizada con las secuencias obtenidas de las bases de 
datos junto con las secuencias colombianas (aislados de diferentes regiones del mundo) y solo las 
secuencias de la población colombiana. Los datos de la divergencia  inter-especies fue obtenida 
de la comparación entre secuencias Plasmodium vivax con dos especies relacionadas: 
Plasmodium cynomolgi y Plasmodium knowlesi. Valores significativos se encuentran señalados en 
color rojo. 
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Tabla 7. Prueba de McDonald-Kreitman por regiones de los genes pv12 y pv38 
Aislados de diferentes regiones del mundo 
Región A 
    P. cynomolgi P. knowlesi 
  
Fijados Polimórficos 
Pn/Ps < Dn/Ds 
 p-values 
Fijados Polimórficos 
Pn/Ps < Dn/Ds 
p-values 
pv12 
Sustituciones no 
sinónimas  38.9 2 
0.037 
47.21 2 
0.001 
Sustituciones 
sinónimas 87.08 0 
242.59 0 
pv38 
Sustituciones no 
sinónimas  38.78 3 
0.014 
31.07 3 
0.000 
Sustituciones 
sinónimas 133.51 1 
213.33 1 
Aislados Colombianos 
pv12 
Sustituciones no 
sinónimas  
46.59 1 
0.164 
57.37 1 
0.080 
Sustituciones 
sinónimas 
91.47 0 178.03 0 
pv38 
Sustituciones no 
sinónimas  
38.78 3 
0.014 
31.07 3 
0.000 
Sustituciones 
sinónimas 
133.52 1 213.46 1 
         
Región B 
Aislados de diferentes regiones del mundo 
  
Fijados Polimórficos 
Pn/Ps < Dn/Ds 
 p-values 
Fijados Polimórficos 
Pn/Ps < Dn/Ds 
p-values 
pv12 
Sustituciones no 
sinónimas 
39.77 2 
0.025 
46.67 2 
0.013 
Sustituciones 
sinónimas 
103.18 0 148.35 0 
pv38 
Sustituciones no 
sinónimas 
47.12 3 
0.109 
54.10 3 
0.182 
Sustituciones 
sinónimas 
125.50 2 116.77 2 
Aislados Colombianos 
pv12 
Sustituciones no 
sinónimas 
46.46 0 
ND 
58.17 0 
ND 
Sustituciones 
sinónimas 
105.80 0 172.20 0 
pv38 
Sustituciones no 
sinónimas 
50.44 2 
0.381 
57.47 2 
0.461 
Sustituciones 
sinónimas 
119.42 2 119.35 2 
La prueba de McDonald-Kreitman fue realizada para cada una de las regiones (A y B) de los 
genes pv12 y pv38. Esta prueba se realizó con las secuencias obtenidas de las bases de datos 
junto con las secuencias colombianas (Aislados de diferentes regiones del mundo) y solo las 
secuencias de la población colombiana. Los datos de la divergencia  inter-especies fue obtenida 
de la comparación entre secuencias Plasmodium vivax con dos especies relacionadas: 
Plasmodium cynomolgi y Plasmodium knowlesi. Valores significativos se encuentran señalados en 
color rojo. 
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7. Discusión 
A pesar de las estrategias de control que se han implementado en varios países, la 
malaria sigue siendo un grave problema de salud pública. El desarrollo de una vacuna 
antimalárica se ha descrito como una de las intervenciones que permitirían mejorar el 
control de esta enfermedad. Varias moléculas sobre la superficie de los parásitos juegan 
un rol activo durante el proceso de reconocimiento al GR, por lo tanto, una vacuna 
completamente efectiva debe bloquear todas aquellas interacciones entre el patógeno y 
el hospedero.  
 
Dentro de las proteínas expuestas sobre la superficie del parasito se encuentra un grupo 
de moléculas, las cuales en su mayoría presentan repeticiones en tándem del dominio 
s48/45. Estos dominios adquieren una estructura similar a los dominios SRS de las 
proteínas SAG-1 y SRS de T. gondii [77, 78], las cuales tienen un rol importante durante 
el proceso de invasión [75]. Ya que los dominios s48/45 y los SRS comparten similitudes 
estructurales, las proteínas de Plasmodium spp con estos dominios podrían ser 
importantes para el reconocimiento de la célula hospedera [68] y por lo tanto las 
proteínas con estos dominios podrían ser antígenos a evaluar durante el desarrollo de la 
vacuna.  
 
Las proteínas codificadas por los genes pv12 y pv38 son expresadas en el estadio intra-
eritrocítico y se caracterizan por la presencia de dominios s48/45 [39, 40]. En P. 
falciparum los ortólogos de estos genes presentan dentro de estos dominios péptidos de 
alta capacidad de unión a los glóbulos rojos [30], lo cual sugiere que P12 y P38 participa 
durante la invasión de Plasmodium spp a la célula hospedera. Adicionalmente, las 
proteínas codificadas por los genes p12 y p38 de P. vivax son reconocidas por el sistema 
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inmune en infecciones naturales [39-41] indicando que estos antígenos están expuestos 
al sistema inmune. Sin embargo, poco se sabe acerca de la variabilidad genética en 
estos genes.  
7.1 Restricciones funcionales mantiene un limitado 
polimorfismo en pv12. 
A partir de las 70 muestras procedentes de diferente regiones de Colombia se amplificó 
un fragmento del gen pv12 observándose 4 haplotipos; de éstos, el haplotipo 6 fue la 
variante mayoritaria durante el periodo comprendido entre los años 2007 al 2010 y así 
mismo, dentro de cada región del país (Figura 10), lo cual indica que por lo menos 
durante este periodo de tiempo no existió cambios en la frecuencia de estos haplotipos. 
Es de resaltar que el haplotipo 3 estuvo presente solo en el año 2009 y en el sureste del 
país (Figura 10). Para ese año, la proporción de muestras provenientes de esta región 
(varias de las cuales presentaron el haplotipo 3) fue mayor que para otros años, Esto 
sugiere que: 1) el haplotipo 3 podría estar a muy bajas frecuencias en las diferentes 
subpoblaciones Colombianas y dada su baja frecuencia no fueron detectados en algunos 
periodos de tiempo, o 2) que el haplotipo 3 podría encontrarse restringido a una zona 
geográfica particular. Esto último coincide con estudios previos que indican que en el 
conteniente Americano, las poblaciones de P. vivax están altamente estructuradas 
encontrándose haplotipos que han divergido in situ [120], por lo tanto nuevos haplotipos 
de pv12 podrían ser encontrados en otras poblaciones parasitarias.  
 
El valor obtenido de diversidad nucleotídica para pv12 (π  = 0,0004 ± 0,0001) fue 
aproximadamente 2,5 veces menor que el reportado para su ortólogo en P. falciparum (π 
= 0,001) [121], confirmando estudios previos que indican que P. falciparum presenta un 
mayor polimorfismo en genes expresados en el estadio intra-eritrocitico con respecto a P. 
vivax [105]. Sin embargo, ambos valores siguen siendo bajos cuando se comparan con 
otras proteínas de membrana [10-14, 17], surgiendo que este gen es altamente 
conservado en las diferentes especies de Plasmodium. Adicionalmente, el valor de π 
encontrado para pv12 sugiere que este es uno de los genes más conservados 
caracterizados hasta la fecha en P. vivax.  
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Por otra parte, no se encontraron valores significativos en las pruebas poblacionales 
basadas en el modelo neutral de evolución molecular y por tanto no es posible descartar 
la neutralidad en pv12. Esto sugiere que las mutaciones (o los haplotipos) encontrados 
en pv12 fueron fijados de forma aleatoria. Esto a su vez, explicaría el posible aislamiento 
geográfico del haplotipo 3, ya que bajo neutralidad, diferentes alelos pueden fijarse en 
diferentes poblaciones. Aunque como se mencionó anteriormente, el aislamiento 
geográfico del haplotipo 3 también podría ser el resultado de una población estructurada, 
donde nuevos haplotipos pueden diversificarse in situ [120]. 
 
En cuanto a las pruebas basadas en la determinación de las sustituciones de tipo 
sinónimo y no-sinónimo, no se observaron valores significativos, rechazando la acción de 
la selección natural. Esto es contradictorio a lo sugerido para pf12, quien parece estar 
bajo selección negativa [77]. No obstante, la determinación de las tasas de sustituciones 
de tipo sinónimo y no-sinónimo por el método de Nei-Gojobori es el promedio de dN y dS 
a lo largo de la secuencia, y dado que pueden existir un limitado número de sitios 
seleccionados, un valor promedio de estas tasas no permitiría evidenciarlos. Por tanto, 
para determinar si hay sitios (codones) bajo selección, se implementaron pruebas que 
permiten determinar los valores de dN y dS por cada codón. Los resultados obtenidos con 
estas pruebas sugieren una vez más que pv12 no parece estar bajo algún tipo de 
selección reciente (intra-especie). Sin embargo, evaluar cómo la selección natural actúa 
sobre antígenos con baja variabilidad genética no es fácil [102]. El hecho de que estén 
disponibles los genomas de parásitos que infectan primates (por ejemplo, P. cynomolgi o 
P. knowlesi) los cuales compartan un reciente ancestro común con P. vivax [122], permite 
inferir patrones de selección que pueden haber prevalecido durante la historia evolutiva 
de estos parásitos (inter-especie) [102, 123-125].  
 
Cuando se comparó el polimorfismo intra-especifico con la divergencia inter-especifica en 
pv12 mediante la prueba de McDonald-Kreitman, se observó que el polimorfismo era 
significativamente mayor a la divergencia (Tablas 6 y 7), sugiriendo dos posibilidades: 1) 
una posible selección positiva balanceante donde las frecuencias de los alelos presentes 
se encuentran a frecuencias similares o 2) una selección negativa débil que permite que 
el polimorfismo persista, pero a bajas frecuencias (alelos raros). Así mismo, cuando se 
calculó la tasa de divergencia sinónima y no-sinónima (Tablas 4 y 5) se encontró valores 
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significativamente altos para KS (divergencia sinónima). La ventana deslizante para ω 
(dN/dS o KN/KS) mostró valores menores de 1 a lo largo de toda la secuencia, 
predominantemente sobre los dominios s48/45 (Figura 14 y Anexo 4), donde se encontró 
un gran número de codones bajo selección negativa (Anexo 4), sugiriendo que la 
mayoría de mutaciones que se han fijado después de la divergencia entre P. vivax, P. 
cynomolgi y P. knowlesi son sinónimas. El hecho de que los SNPs de tipo no-sinónimo 
presentes en pv12 se encuentran a bajas frecuencias y dado que se encontró una 
acumulación de sustituciones sinónimas inter-especies significativamente mayor a las 
sustituciones no-sinónimas con un alto número de codones bajo selección negativa, 
sugiere que la selección negativa influencia la evolución de pv12. Por lo tanto, es 
probable que esta proteína haya divergido por selección negativa, indicando que la 
evolución ha tratado de mantener por largos periodos de tiempo la estructura de la 
proteína codificada. 
 
A diferencia de otras proteínas de superficie que han mostrado ser antigénicas (PvMSP-
1, PvDBP, PvMSP-3α, PvMSP-5 o PvMSP-7), Pv12, quien es reconocida por el sistema 
inmune [40, 41] fue altamente conservada. Dado que pv12 mostró una baja variabilidad 
genética y que parece haber divergido por selección negativa, es posible que la proteína 
codificada presente una restricción funcional/estructural debido a la presencia de los 
dominios s48/45 [38], los cuales parecen tener un rol importante durante el 
reconocimiento de la célula huésped [30, 38, 77]. 
7.2 pv38 presenta una selección positiva balanceante en 
el extremo 5’ y una restricción funcional en el 
extremo 3’. 
En pv38 se encontró un mayor número de SNPs con respecto a pv12, la mayoría de los 
cuales son de tipo no-sinónimo. Este patrón es similar al encontrado en su ortólogo en P. 
falciparum [119] donde al igual que pf38 la mayoría de sustituciones se ubican en la 
región 5’ del gen. Los diferentes haplotipos encontrados en la población Colombiana 
presentaron frecuencias similares, ninguno superando el 50% (Figura 13). La ausencia 
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de algunos haplotipos en determinados años pudo ser consecuencia de una diferencia en 
el número de muestras colectadas (2007, n = 6; 2008, n = 6; 2009, n = 8 y 2010, n = 26). 
 
Al igual que pv12, el valor de la diversidad nucleotídica encontrado en pv38 ( = 0.0026) 
fue más baja (1,3 veces) que la reportada para su ortólogo en P. falciparum ( = 0.0034) 
[119, 121]. Estos valores indican que menos del 2% de la secuencia de este gen varía 
entre los individuos sugiriendo que p38 presenta baja una variabilidad genética, al menos 
en las dos principales especies que afectan al ser humano.  
 
Aunque los estadísticos D de Tajima, D*, F* de Fu & Li, H de Fay & Wu y el Fs de Fu no 
mostraron valores significativos, el número de haplotipos (14 haplotipos) y el valor de la 
diversidad haplotípica (Hd = 0.890  ± 0.02) fueron más altos de lo esperado bajo la 
neutralidad según las pruebas K-test y H-test, sugiriendo la existencia de un polimorfismo 
balanceado ancestral [82], lo cual es similar a lo reportado para el gen p38 de P. 
falciparum quien mostró evidencia de selección balanceante [119]. 
 
Aunque la prueba de dN y dS para evaluar selección no mostraron valores significativos, 
el servidor Datamonkey por su parte identifico que el codón 70 está seleccionado 
positivamente y los codones 175 y 323 negativamente, sugiriendo que el gen se 
encuentra influenciado por la selección. La prueba de McDonald-Kreitman mostró valores 
estadísticamente significativos (Tablas 6 y 7) indicando selección negativa débil o 
selección balanceante. Dado los resultados de las pruebas K-test y H-test (Tabla 2), la 
presencia de diferentes haplotipos a frecuencias intermedias (Figura 13) valores ω 
cercanos a 1 en el extremo 5´ del gen (Figura 14 y Anexo 4) y ya que los SNPs 
presentan frecuencias relativamente altas, lo más probable es que pv38 está bajo 
selección balanceante. Al igual que en P. falciparum [119], la selección positiva 
balanceante parece ser específica de dominio. Valores significativos fueron encontrados 
en la región A del gen, indicando selección balanceante, mientras en la región B, no se 
pudo descartar la neutralidad (Tabla 7). 
 
Por otra parte, cuando se evaluaron la tasas de divergencia sinónima y no-sinónima se 
observó valores de KS significativamente mayores a KN (Tabla 4 y 5). La ventana 
deslizante para ω (KN/KS) mostró valores menores de 1 a lo largo del gen (Figura 14 y 
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Anexo 4); adicionalmente, se identificó un alto número de codones bajo selección 
negativa inter-especies (Anexo 4), indicando que la mayoría de sustituciones fijadas en 
p38 después de la divergencia de las especies de Plasmodium son sinónimas, por lo 
tanto, la proteína codificada por este gen es conservada entre especies. Dada la baja 
variabilidad de este gen, la presencia de sitios seleccionados negativamente intra e inter-
especies y la presencia de un dominio s48/45, es probable que pv38 igual que pv12 y 
otros miembros de la familia 6-cys [126] tenga una restricción funcional/estructural debido 
a la presencia de este dominio. 
 
No se encontraron asociaciones entre los polimorfismos de pv38. Adicionalmente, se 
observó que el desequilibrio de ligamiento disminuye a medida que aumenta la distancia 
nucleotídica (Figura 15), sugiriendo que la recombinación intragénica tiene lugar en este 
gen. Esto fue confirmado por el método GARD y el estadístico RM. Estudios previos han 
sugerido que a pesar de la restricción funcional, nuevos haplotipos pueden ser 
generados a través de la recombinación [119]. Por lo tanto, la recombinación intragénica 
puede ser uno de los factores que promueven la variabilidad en el gen pv38. Debido a 
que el breakpoint de recombinación encontrado en este gen se ubica corriente arriba de 
la región que codifica para el dominio s48/45, un entrecruzamiento durante la meiosis 
generaría nuevas combinaciones entre el extremo 5’ (región A) y 3’ (región B) del gen.  
7.3 Los tres miembros de la familia 6-Cys expresados en 
el merozoito comparten una variabilidad genética 
limitada por restricciones funcionales. 
Las proteínas SAG-1 y SRSs en T. gondii forman dímeros sobre la superficie del parasito 
[76]. De forma análoga, se ha encontrado que miembros de la familia 6-Cys (P230 y 
s48/45) en Plasmodium spp forman un complejo proteico en los gametocitos [77, 127, 
128]. En P. falciparum la proteína Pf41 (otro miembro de la familia 6-Cys que es 
expresado en el merozoito) presenta péptidos de alta capacidad de unión al GR [30], 
pero a diferencia de Pf12 y Pf38, no presenta dominios de anclaje a GPI. Esta proteína 
se localiza sobre la membrana parasitaria mediante la formación de un heterodímero 
antiparalelo con Pf12 [77, 78].  
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En P. vivax, la proteína Pv41 tampoco presenta anclaje a GPI pero ha sido localizada 
sobre la membrana del merozoito [49, 129], por lo tanto es posible que la proteína 
codificada por el gen pv41 forme un complejo con la proteína Pv12. Dado que pv12 y 
pv38 mostraron ser altamente conservados, se evaluó si pv41 tiene esta mismo patrón 
(Anexo 2, 3 y 4). Treinta muestras con infección por cepa única fueron amplificadas, 
mostrando una banda de 1.152 pb correspondientes al gen pv41 (Anexo 2A). Se 
observaron un total de 17 sitios segregantes en pv41 alrededor del mundo, 
encontrándose 13 haplotipos en las secuencias alineadas (Anexo 3). Para la población 
Colombiana estudiada se hallaron 10 sitios segregantes que generan 10 haplotipos. Los 
estimadores θw (0,00226 ± 0,0007)) y π (0,00283 ± 0,0005) fueron más altos de los 
reportados para pv12 y pv38 (Anexo 2B), pero siguen siendo bajos cuando se comparan 
con otros candidatos a vacuna (ejemplo, pvmsp-1, pvmsp-5, pvmsp-7). La región más 
diversa fue encontrada entre los nucleótidos 1.025 a 1.185 (Anexo 3). De acuerdo con la 
estructura de heterodímero formado por Pf12 y Pf41, la región proteica codificada por 
estos nucleótidos (1.025 a 1.185) estaría distante a la membrana y por lo tanto más 
expuesta al medio.  
 
No se encontraron valores significativos en las pruebas de neutralidad, así como 
tampoco se observaron diferencia entre dN y dS, sugiriendo que pv41 sigue las 
expectativas neutrales. Sin embargo, las pruebas basadas en codones muestran 7 sitios 
bajo selección positiva (codones 88, 89, 258, 301, 312, 359, 373, números de acuerdo a 
la secuencia de referencia Sal-I) (Anexo 2C). De estos, 3 (E89V, S359H, R373G) 
generan sustituciones radicales (propiedades físico-químicas diferentes), la posición 
M355R, también produce un cambio radical pero señales de selección no fueron 
detectadas. Esto indica que en el extremo 3’ del gen se fijan mutaciones por selección 
positiva, sugiriendo que la región C-terminal de Pv41 podría estar expuesta al sistema 
inmune y por lo tanto estas mutaciones se habrían fijado como un mecanismo de 
evasión.  
 
Por otra parte, cuando se evaluó la diferencia entre la divergencia no-sinónima y la 
divergencia sinónima (KN - KS) se encontró valores significativos (p < 0.001), tanto en 
cada dominio s48/45 (nucleótidos 76-351 y nucleótidos 784-1.095) como en la longitud 
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completa del gen (Anexo 2D). Adicionalmente, las pruebas de selección basadas en 
codones encontraron a nivel inter-especie, 13 codones seleccionados positivamente y 77 
codones seleccionados negativamente; así mismo la ventana deslizante de ω muestra 
valores por debajo de 1 a lo largo de la secuencia (Anexo 2C y Anexo 4). Estos 
resultados indican la fijación de un alto número de sustituciones sinónimas después de la 
divergencia de P. vivax/P. cynomolgi/P. knowlesi, sugiriendo que similar a pv12 y pv38, 
pv41 ha divergido por selección negativa. Esto parece ser debido a la presencia de los 
dominios s48/45 que caracterizan a la familia 6-Cys, reafirmando que estos dominios 
pueden tener un papel importante para el merozoito. 
7.4 pv12, pv38 y pv41 podrían ser considerados durante 
el diseño de una vacuna antimalárica. 
Uno de los obstáculos para el desarrollo de una vacuna completamente efectiva contra la 
malaria es la variabilidad genética que muchos de los antígenos involucrados en la 
invasión a la célula huésped poseen. Estas proteínas se encuentran en constante 
exposición al sistema inmune del hospedero, por tanto la fijación de mutaciones podrían 
generar ventajas adaptativas para así evitar su reconocimiento. Antígenos caracterizados 
en Plasmodium vivax como pvmsp-1, pvdbp, pvmsp-3α, pvmsp-5, pvmsp-7C, pvmsp-7H, 
pvmsp-7I y pvama-1 poseen regiones altamente variables, donde la diversidad parece 
ser mantenida por selección positiva [10-16, 18, 43-45]. Sin embargo, existen antígenos 
que a pesar de la exposición al sistema inmune son altamente conservados (pvmsp-4, 
pvmsp-7A, pvmsp-7K, pvmsp-8, pvmsp-10, pvrap-1 y pvrap-2), los cuales parecen 
evolucionar más lento debido a posibles restricciones funcionales en las proteínas que 
estos codifican [58, 59, 98, 101, 102, 125]. Debido a la restricción funcional, las 
mutaciones que aparecen, tienden a ser eliminadas de la población, manteniendo 
conservada la secuencia de la proteína [102, 125]. Este comportamiento parece dirigir la 
evolución de Pv12, Pv38 y Pv41, evidenciándose una alta conservación a nivel intra e 
inter-especies debido a la influencia de la selección negativa.  
 
Los dominios s48/45 de los miembros de la familia 6-Cys adoptan una conformación 
estructural tipo β-sandwich con hebras paralelas y antiparalelas. Esta estructura es 
similar a los plegamientos que presentan los dominios SRS de las proteínas SAG-1 y 
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proteínas relacionadas a SAG-1 de T. gondii. SAG-1 y sus proteínas relacionadas tiene 
un rol durante en la adhesión a la célula huésped y dada la similitud de la estructura de 
los dominios SRS con los s48/45, estos últimos podrían tener un papel similar en la 
adhesión de Plasmodium spp al GR y por lo tanto podrían ser tenidos en cuenta para el 
desarrollo de una vacuna que busque bloquear la entrada del parasito a la célula 
hospedera. Adicionalmente, estos mostraron ser conservados y estar bajo selección 
negativa, por lo tanto Pv12, Pv38 y Pv41 (o sus dominios s48/45) podrían ser evaluados 
para incluir en una vacuna ya que: 1) presentan un bajo polimorfismo, 2) los dominios 
s48/45 podrían tener un rol en la invasión, por consiguiente evolucionan lentamente 
debido a restricciones funcionales y 3) las respuestas inmunes contra antígenos de la 
familia 6-Cys parecen estar dirigidos a epítopes estructurales localizados en dichos 
dominios [79, 130, 131], por lo tanto, al bloquear estos dominios se podría prevenir la 
invasión a la célula hospedera [30, 131] así como las respuestas inmunes alelo 
específicas. 
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8. Conclusiones 
 
En P. vivax, los genes pv12, pv38 y pv41 mostraron tener una baja variabilidad genética, 
donde las regiones que codifican para los dominios s48/45 parecen estar restringidas 
funcional o estructuralmente manteniéndose conservados a través de la historia evolutiva 
de Plasmodium spp. En P. falciparum, miembros de la familia 6-Cys con dominios s48/45 
son considerados promisorios candidatos a vacuna [37, 38]. Epítopes identificados contra 
este tipo de proteínas son de tipo estructural y ha sido localizados dentro de estos 
dominios [130], los cuales parecen estar involucrados en la interacción patógeno-
hospedero [30, 38]. Ya que pv12, pv38 y pv41 codifican proteínas que hacen parte de la 
familia 6-Cys, sumado a sus características antigénicas [39-41, 129] y a la baja 
variabilidad genética encontrada en este estudio, las proteínas codificadas por estos 
genes o sus regiones funcional/estructuralmente restringidas (conservadas) podrían ser 
tenidas en cuenta durante el diseño de una vacuna multiestadio/multiantígeno contra la 
malaria basada en subunidades, evitando así las repuestas alelo-específicas que podrían 
disminuir la eficacia de la vacuna. 
 
Sin embargo, una restricción funcional no implica que estas regiones no puedan cambiar. 
Los dominios s48/45 de Pv41 presentan cambios en la secuencia proteica que han sido 
fijados por selección positiva. Tales cambios conservan las propiedades físico-químicas 
de los aminoácidos y por lo tanto la estructura/función podría no estar comprometida, no 
obstante estos cambios si permitirían la evasión de la respuesta inmune. Este es otro 
aspecto que debe tenerse en cuenta en el desarrollo de vacunas. Se ha propuesto que 
una vacuna completamente eficaz requiere la inclusión de regiones funcionales y 
conservadas; sin embargo, la vacunación podría producir nuevas presiones selectiva en 
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estas regiones y los parásitos podrían acumular mutaciones como un mecanismo de 
adaptación (a pesar de su importancia funcional) y así la aparición de nuevas variantes 
podría reducir la eficacia de la vacuna. 
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9. Perspectivas 
 
Los genes pv12, pv38 y pv41 codifican proteínas pertenecientes a la familia 6-Cys que se 
caracterizan por la presencia de dominios s48/45 [39, 40, 49, 129]. Dada la similitud de 
estos dominios con los dominios SRS de Toxoplasma gondii (los cuales están 
involucrados en la adhesión del parasito a la célula) [68, 77, 78] y debido la aparente 
restricción funcional encontrada en los dominios s48/45 (este estudio y [126]), el 
siguiente paso durante la evaluación de estas proteínas como candidatos a incluir en una 
vacuna es la implementación de ensayos de unión a reticulocito, con el fin de confirmar 
ex-vivo, si estas proteínas están involucradas en el proceso de reconocimiento a la célula 
huésped por P. vivax. 
 
Ya que las proteínas Pv12, Pv38 y Pv41 [40, 41, 129] son reconocidas por el sistema 
inmune en infecciones naturales y dada su baja variabilidad genética a través de la 
historia evolutiva de Plasmodium spp como consecuencia de restricciones funcionales es 
necesario realizar estudios en modelos animales con el fin de identificar si estas 
proteínas son capaces de generar respuestas protectoras ante un reto experimental. 
 
Debido a que se encontraron haplotipos restringidos a determinadas regiones del país, 
indicando una posible estructura poblacional, se sugiere utilizar en futuros estudios 
marcadores neutrales, con el fin de confirmar dicho hallazgo. 
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11. Anexos 
11.1 Anexo 1 
A. Alineamiento de los haplotipos pv12 junto los haplotipos p12 de P. cynomolgi y P. knowlesi. 
 
Haplotipo_1  ATG CGC ATT GCG AAG GCC GCG CTG TGC GGG CAG CTG CTC ATC TGG TGG CTG TCC GCC CCG GCG GAG GGG TTC ACG CAC ACG TGC GAT TTT AAT GAT GAG CTG AGC CTC GAG TTT GAT GAG 
Haplotipo_2  --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_3  --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_4  --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_5  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_6  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
P. cynomolgi ... ... ... .T. ... ... T.C ... ..G ... ... ... ... ..A ... ..C ..A .GG T.. .G. ..C ... ..A ... ... ... ... ... ..C ..C ..C ..C ... G.. ... ... ... ... .GA ... 
P. knowlesii ... ..A ... .T. ... ... T.C ... ..G ... ... ..C ... ... ... ..C A.A ... A.G T.. .T. ..A .CA ... ..A ... ..A ..T ... ..C ... ... ... T.A GT. ... ..T ... ... ..T 
 
Haplotipo_1 CGG CAG ATG ACC AAT GGA GAG CAA ATC TGC ACT CTC AAA CCG GAC GTG CTG GAC AAA GTG GTG ATC AAA TGT GGG GCG GAG AGG AAA AAC TAC GAG TTG CTG CCG AAT AAC TGC TTC GAG 
Haplotipo_2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_3  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_4  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_5  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_6  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
P. cynomolgi AA. ..A ... ..A ... AA. ..A A.. ..A ... ..C ..G ... ..A ... ... ..A ..T ... ..A A.A ... ... ... ... T.. ..A .AA ... ..A ... ... ..A ..A ..A ... ... ... ... ... 
P. knowlesii .A. ..A ... ..G ... A.. ..A AG. ..A ..T T.. ..A ... ..A ... ... T.C ... ... ..A ..A ..A ... ... ..A T.C ..A .AA ..T ..A ..T ... ..A T.. ..A ... ... ..T ..T ..A 
 
Haplotipo_1  CAG GTG TTC ACC TCA AAG TCG ATA GAG GAC GCG AAG AAC GCG CAT AAC GCG CAT AAC GCG CAT AAC GTG CAT AAC GTG CAG AAC GCG CAG CAA CTG GTG GAG TAT CTC CAC GGA GCT GCC 
Haplotipo_2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_3  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_4  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_5  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_6  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
P. cynomolgi ..A ..A .A. ..A ..C ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- A.A ... ..A ... A.C T.A ... C.A ... ..A .C. ... ... ... 
P. knowlesii ..A ... .A. ..A ..C ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- A.A ... A.A ... A.C T.. ... C.. ... ..T ... ... .TC ..A 
 
Haplotipo_1  GCC ATC GTA AAG AGG AAG CAA AAC GAG ACC AAC GCG GAC GAA AAG AAA AGC TAC GAC GAT GTA TCC TTT CGA GTC CCA CCC AAT TTA GAA AAA GAA CAG AAG GCA CTC TAC TGC GTC TGC 
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11.2 Anexo 2.  
 
 
A. Productos de amplificación por PCR del fragmento del gen pv41 
 
Carriles del 1-4: Algunas muestras utilizadas para la amplificación de pv41, C+: control positivo 
ADN de la cepa VCG-I, C-: control negativo y MP: marcador de peso Hyperladder I. 
 
 
B. Estimadores de la variabilidad genética para el gen pv41 
n Gene Sites Ss S Ps H θ
w
 π 
Variabilidad global     
36 pv41 1068 17 5 12 13 0.0038 (0.0009) 0.0037 (0.0006) 
Variabilidad local     
30 pv41 1115 10 1 9 10 0.0023 (0.0007) 0.0028 (0.0005) 
Los estimadores de la diversidad genética fueron calculados usando las secuencias obtenidas de 
las bases de datos junto con las secuencias Colombianas (variabilidad global) y solo las 
secuencias colombianas (variabilidad local). n: Número de aislados, sitios: Total de sitios 
analizados excluyendo gaps, Ss: Número de sitios segregantes, S: Número de sitios singleton, Ps: 
Número de sitios parsimoniosos, H: Número de haplotipos, θ
w
: estimador de Watterson, π: 
diversidad nucleotídica por sitio. de: Desviación estándar.  
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C. Ventana deslizante de la tasa omega (ω) para el gen pv41 
 
Los valores ω (dN/dS) del gen p41 de Plasmodium vivax se encuentran en azul, mientras que la 
divergencia (ω = KN/KS) entre Plasmodium vivax y Plasmodium cynomolgi (Pcyn) y entre 
Plasmodium vivax y Plasmodium knowlesi (Pkno) se muestra en color rojo y verde 
respectivamente. La representación gráfica de cada gen se encuentra debajo de la ventana 
deslizante respectiva.  Region que codifica para el peptido señal,  Región que codifica para 
los dominios s48/45,  Sustitución no-sinónima,  Sustitución sinónima. Sitio seleccionado 
positivamente,  Sitio seleccionado negativamente. En la parte superior del gen se observan los 
sitios seleccionados intra-especie y en la parte inferior se indican los sitios seleccionados inter-
especie. Los sitios fueron identificados por el servidor Datamonkey. 
 
 
D. Diferencia de la divergencia no sinónima (KN) y sinónima (KS) para el gen pv41 
P. vivax/P. cynomolgi 
N dominio s48/48 región A dominio s48/48 región B Longitud completa del  gen 
Aislados mundiales KN - KS KN - KS KN - KS 
36  -0.0151 (0.0031)**  -0.0107 (0.0032)*  -0.0160** 
Aislados Colombianos        
30  -0.0178 (0.0038)**  - 0.0126 (0.0035)*  -0.0174** 
P. vivax/P. knowlesi 
N dominio s48/48 región A dominio s48/48 región B Longitud completa del  gen 
Aislados mundiales KN - KS KN - KS KN - KS 
36  -0.0196 (0.0036)**  -0.0107 (0.0034)*  -0.0185** 
Aislados Colombianos        
30  -0.0233 (0.0042)**  -0.0125 (0.0036)*  -0.0217** 
Las diferencia entre KN y KS se estimaron usando las secuencias obtenidas de bases de datos  
junto con los colombianos (aislados mundiales)  y sólo con las obtenidos en la población 
colombiana (aislados Colombianos). n: número de aislamientos. *: p < 0,001, **: p < 0,000 
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11.3 Anexo 3.   
Alineamiento de los haplotipos de pv41 junto los haplotipos p41 de P. cynomolgi y P. knowlesi. 
Haplotipo_1  ATG AAA AGG CTC CTC CTG CTC GCG CTG CTC CAC CTG GTG AGG CAG CAA CTG CCC GCA CAC GCA GAA GAA CAC ATC TGC GAT TTT ACG AAG GAG AAG TAC CTT CTG GGG AAG AAT GAA AAG 
Haplotipo_2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_3  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_4 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_5  --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_6  --- --- --- --- --- --- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_7  --- --- --- --- --- --- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_8  --- --- --- --- --- --- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_9  --- --- --- --- --- --- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_10 --- --- --- --- --- --- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_11 --- --- --- --- --- --- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_12 --- --- --- --- --- --- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_13 --- --- --- --- --- --- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
P. cynomolgi ... ... .A. ... ..G ..C G.T ... ... ..T T.. ... ... ... ... ..G ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A 
P knowlesi   ... ... .A. ..T ... ... G.T ... T.. T.T T.. T.. C.A .AA G.. ..G ..T ... ... ... ..G ... ... ... ... ..T ... ..C ..C ... ... ... ... ... ..A ..A ..A ... ... ..A 
 
Haplotipo_1  GAA TAC TGC GTG GTG AAC GCG AAG CCG TTT GAC AGC GTA ACA TTT ATA TGT CCG AAG AAA ATA GGA GCA CAG TGC TTT CAG AAT GTT AAC ACG CTA GAC GAT ATA AGT GCA GAC AAA ATG 
Haplotipo_2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_3  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_4  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
Haplotipo_5  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
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11.4 Anexo 4.  
 
Los valores ω (dN/dS) de los genes p12.  p38 y pv41  de P. vivax se encuentran en rojo mientras 
que la divergencia (ω = KN/KS) entre P. vivax y P. cynomolgi (Pcyn) y entre P vivax y P knowlesi 
(Pkno) se muestra en color morado y verde respectivamente. La representación gráfica de cada 
gen se encuentra debajo de la respectiva ventana deslizante.  Region que codifica para el 
peptido señal,  Región que codifica para los dominios s48/45,  Región que codifica para el 
anclaje GPI,  Región repetitiva,  Sustitución no-sinónima,  Sustitución sinónima.  Sitio 
seleccionado positivamente,  Sitio seleccionado negativamente. En la parte superior del cada gen 
se observan los sitios seleccionados intra-especie y en la parte inferior se indican los sitios 
seleccionados inter-especie. Los sitios fueron identificados por el servidor Datamonkey. 
 89 
 
 
 
11.5 Anexo 5. 
Publicaciones de los resultados de este trabajo en la revista Malaria Journal y 
certificación de presentación de los mismos en el XXII Congreso Latinoamericano de 
Microbiología - ALAM 2014 y IV Congreso Colombiano de Microbiología - 4CCM 
2014 .  
Johanna Forero-Rodríguez, Diego Garzón-Ospina, Manuel A Patarroyo. Low genetic 
diversity and functional constraint in loci encoding Plasmodium vivax P12 and P38 
proteins in the Colombian population. Malar J. 2014 Feb 18;13:58. doi: 10.1186/1475-
2875-13-58. 
 
Johanna Forero-Rodríguez, Diego Garzón-Ospina, Manuel A Patarroyo. Low genetic 
diversity in the locus encoding the Plasmodium vivax P41 protein in Colombia's parasite 
population. Malar J. 2014 Sep 30;13(1):388. doi: 10.1186/1475-2875-13-388. 
RESEARCH Open Access
Low genetic diversity and functional constraint in
loci encoding Plasmodium vivax P12 and P38
proteins in the Colombian population
Johanna Forero-Rodríguez1,2†, Diego Garzón-Ospina1,3† and Manuel A Patarroyo1,3*
Abstract
Background: Plasmodium vivax is one of the five species causing malaria in human beings, affecting around 391
million people annually. The development of an anti-malarial vaccine has been proposed as an alternative for
controlling this disease. However, its development has been hampered by allele-specific responses produced by the
high genetic diversity shown by some parasite antigens. Evaluating these antigens’ genetic diversity is thus essential
when designing a completely effective vaccine.
Methods: The gene sequences of Plasmodium vivax p12 (pv12) and p38 (pv38), obtained from field isolates in
Colombia, were used for evaluating haplotype polymorphism and distribution by population genetics analysis. The
evolutionary forces generating the variation pattern so observed were also determined.
Results: Both pv12 and pv38 were shown to have low genetic diversity. The neutral model for pv12 could not be
discarded, whilst polymorphism in pv38 was maintained by balanced selection restricted to the gene’s 5′ region.
Both encoded proteins seemed to have functional/structural constraints due to the presence of s48/45 domains,
which were seen to be highly conserved.
Conclusions: Due to the role that malaria parasite P12 and P38 proteins seem to play during invasion in
Plasmodium species, added to the Pv12 and Pv38 antigenic characteristics and the low genetic diversity observed,
these proteins might be good candidates to be evaluated in the design of a multistage/multi-antigen vaccine.
Keywords: 6-Cys, pv12, pv38, s48/45 domain, Functional constraint, Plasmodium vivax, Genetic diversity,
Anti-malarial vaccine
Background
Malaria is a disease caused by protozoan parasites from
the Plasmodium genus, five of which cause the disease
in human beings (Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae and
Plasmodium knowlesi) [1,2]. This parasite is transmitted
by the bite of an infected Anopheles female mosquito.
Around 3.3 billon people are at risk of malaria annually,
mainly in tropical and subtropical areas of the world,
children aged less than five years and pregnant women
being the most vulnerable [3]. Plasmodium falciparum is
responsible for the disease’s most lethal form, being pre-
dominantly found on the African continent whilst P. vivax
is widely distributed around the world. Even though it has
been thought that infection caused by the latter species
was benign, recent studies have shown that P. vivax can
cause clinical complications [4]. It has been found that
2,488 million people are at risk of becoming infected by P.
vivax on the continents of Asia and America, 132 to 391
million cases occurring annually [5].
In spite of control strategies having been introduced in
different countries, malaria continues to be a public health
problem due to the parasite’s resistance to anti-malarial
treatments [6] and the vector’s resistance to insecticides
[7], among other causes. More effective measures have
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thus to be implemented for controlling such disease, in-
cluding the development of an anti-malarial vaccine.
Several antigens have been characterized as promising
candidates for inclusion in a vaccine [8,9], however, the
genetic diversity of some of them [10-18] has hampered
the development of such vaccine [19,20] as these genetic
variations provoke allele-specific responses [21,22] mak-
ing them become a mechanism for evading the immune
system [23]. It has been necessary to focus vaccine de-
velopment on conserved domains or antigens to avoid
such responses [24], since these regions could have func-
tional constraint and have had slower evolution [25].
Developing a multi-antigen vaccine against the para-
site’s blood stage has been focused on blocking all host-
pathogen interactions to stop merozoite entry to red
blood cells (RBC) [26]. A group of proteins anchored to
the membrane via glycosylphosphatidylinositol (GPI)
has been identified in P. falciparum, predominantly lo-
cated in detergent-resistant membrane (DRM) domains
[27,28]; they have been implicated in the parasite’s ini-
tial interaction with RBC [29-33] and some have been
considered as being candidates for being included in a
vaccine [34,35]. One group of proteins belonging to the
6-cystein (6-Cys) family is particularly noteworthy among
these DRMs (i.e., Pf12, Pf38, Pf41 and Pf92) as they have
been characterized by having s48/45 domains (ID in
PFAM: PF07422). Members of this family are expressed
during different parasite stages [28,36] and some of
them (e.g., Pf48/45, Pf230) have been considered as vac-
cine candidates for the sexual stage [36,37].
Pf12 and Pf38 are expressed during late stages of the
intra-erythrocyte cycle, each having two high binding pep-
tides, suggesting an active role during invasion of RBC
[30]. Orthologous genes encoding these proteins have
been characterized recently in P. vivax [38,39]. Both pro-
teins have a signal peptide, a GPI anchor sequence and
have been associated with DRMs [38,39]. Pv12 has two
s48/45 domains [39] whilst Pv38 has a single domain lo-
cated towards the C-terminal end [38]. These proteins
have been shown to be antigenic [38-40], suggesting that
they are exposed to the immune system, probably during
P. vivax invasion of RBC.
The present study involved a population genetics ana-
lysis for evaluating the genetic diversity of pv12 and
pv38 loci and the evolutionary processes generating this
variation pattern; the results revealed these antigens’ low
genetic diversity in the Colombian population, possibly
due to functional/structural constraints in s48/45 do-
mains. Since the proteins encoded by these genes share
structural characteristics with other vaccine candidates,
added to the fact that Pv12 and Pv38 are targets for the
immune response [38-40] and have conserved domains,
they should be considered when designing a multistage/
multi-antigen anti-malarial vaccine.
Methods
Ethics statement
The parasitized DNA used in this study was extracted
from total blood collected from different Colombian areas
(Antioquia, Atlántico, Bogotá, Caquetá, Cordoba, Chocó,
Guainía, Guaviare, Magdalena, Meta, Nariño, and Tolima)
from 2007 to 2010. All P. vivax-infected patients who pro-
vided blood samples were notified about the object of the
study and signed an informed consent form if they agreed
to participate. All procedures involved in taking blood
samples were approved by Fundación Instituto de Inmu-
nología de Colombia (FIDIC) ethics committee.
Parasitized DNA presence and integrity
Parasitized DNA presence and integrity in 100 samples
stored at -20°C (2007-2010) at FIDIC (from different
areas of Colombia) were evaluated by 18S ribosomal
RNA gene amplification using specific primers for P.
vivax (SSU-F 5′-ATGAACGAGATCTTAACCTGC-3′
and SSU-R 5′-CATCACGATATGTA5TGATAAAGAT-
TACC-3′) in a touchdown PCR [41]. The reaction con-
tained: 1x Mango Taq reaction buffer (Bioline), 2.5 mM
MgCl2, 0.25 mM dNTPs, 0.5 mM of each primer, 0.1 U
Mango Taq DNA polymerase (Bioline) and 10-40 ng gDNA
in 10 mL final volume. The PCR thermal profile was: one
initial denaturing cycle at 95°C (5 min), followed by ten
cycles at 95°C (20 sec), annealing at 65°C (30 sec) and an
extension step at 72°C (45 sec). Annealing temperature was
reduced by 1°C in each cycle until reaching 55°C; 35 add-
itional cycles were run at this temperature followed by a
final extension cycle at 72°C (10 min). PCR products were
visualized by electrophoresis on 1.5% agarose gel in 1×
TAE, using 1 μL SYBR-Safe (Invitrogen).
Identifying infection caused by single Plasmodium vivax
strain
Infection by the single P. vivax strain was identified by
PCR-RFLP of the pvmsp-1 polymorphic marker. The
pvmsp-1 gene fragment 2 (blocks 6, 7 and 8) was ampli-
fied using direct 5′-AAAATCGAGAGCATGATCGCC
ACTGAGAAG-3′ and reverse 5′-AGCTTGTACTTTC
CATAGTGGTCCAG-3′ primers [42]. The amplified
fragments were digested with Alu I and Mnl I restric-
tion enzymes, as described elsewhere [42]. The products
were visualized by electrophoresis on 3% agarose gel in
1× TAE, using 1 μL SYBR-Safe (Invitrogen).
PCR amplification of pv12 and pv38 genes
A set of primers was designed for amplifying each of the
genes based on Sal-I reference strain sequences (acces-
sion numbers in PlasmoDB: PVX_113775 for pv12 and
PVX_097960 for pv38). The following primers were
used: for pv12, pv12-direct 5′-GTACCGCTTAACAC
CGC-3′ and pv12-reverse 5′-GCACTACATTATAAAG
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AAAAGGACC-3′ and for pv38, pv38-direct 5′-CGCT
TCTTTCACCGCTTC-3′ and pv38-reverse 5′-CACAC
ATTAACGCTGCTTCG-3′. The PCR reaction mixture
contained 10 mM Tris HCL, 50 mM KCl (GeneAmp
10× PCR Buffer II [Applied Biosystems]), 1.5 mM MgCl2,
0.2 mM of each dNTP, 0.5 μM of each primer, 0.76 U
Amplitaq Gold DNA polymerase (Applied Biosystems)
and 10-40 ng gDNA in a 50 μL final volume. The PCR
thermal profile was as follows: one cycle at 95°C (7 min),
40 cycles at 95°C (20 sec), 56°C (30 sec), 72°C (1 min) and
a final extension cycle at 72°C (10 min). PCR products
were purified using a commercial UltraClean PCR Clean-
up kit (MO BIO). The purified PCR products were se-
quenced in both directions with the amplification primers
using the BigDye method with capillary electrophoresis,
using ABI-3730 XL (MACROGEN, Seoul, South Korea).
Two independent PCR products were sequenced to en-
sure that errors were ruled out.
Analysing genetic diversity
The electropherograms obtained by sequencing were
analysed and forward and reverse sequences were as-
sembled using CLC Main workbench software v.5 (CLC
bio, Cambridge, MA, USA). The pv12 and pv38 genes
were analysed and compared to reference sequences
obtained from several sequencing projects [43,44] (acces-
sion numbers, pv12: XM_001616094.1, AFBK01001496.1,
AFNI01000939.1, AFMK01001167.1 and AFNJ01001458.1;
pv38: XM_001613202.1, AFNI01000834.1, AFNJ010000
90.1, AFMK01001057.1 and AFBK01001340.1) or those
reported in the GenBank database (accession numbers
for pv12: GU476521.1; and for pv38: JF427569.1 and
JF427570.1). Gene Runner software was used for trans-
lating the sequences for deducing the amino acid se-
quences. These sequences were then aligned using the
MUSCLE algorithm [45], and manually edited. Amino
acid alignment was then used for inferring DNA using
PAL2NAL software [46].
DnaSP software (v.5) [47] was used for evaluating intra-
population genetic polymorphism by calculating: the num-
ber of polymorphic segregating sites (Ss), the number of
singleton sites (s), the number of parsimony-informative
sites (Ps), the number of haplotypes (H), haplotype diver-
sity (Hd, which was multiplied by (n-1)/n according to
Depaulis and Veuille [47,48]), the Watterson estimator
(θw) and nucleotide diversity per site (π). DNA sequence
variation was calculated using the sequences obtained
from the aforementioned databases, plus the Colombian
ones (worldwide isolates, global diversity) and just those
obtained for the Colombian population (local diversity).
The frequency for each Colombian haplotype was also es-
timated by count and year.
Two test families were used for evaluating the neutral
molecular evolution model for the Colombian population:
(1) frequency spectrum test, and (2) haplotype test. The
former involved calculating Tajima’s D statistics [49], Fu
and Li’s D* and F* [50] and Fay and Wu’s H statistic [51].
Tajima’s D statistic compares the difference between seg-
regating sites and the average of nucleotide differences
between two randomly taken sequences. Fu and Li’s D*
statistic takes the difference between the number of
singleton sites and the total of mutations, whilst F* takes
the difference between the number of singleton sites and
the average of nucleotide differences between two ran-
domly taken sequences. Fay and Wu’s H statistic is based
on the difference of the average number of nucleotide dif-
ferences between pairs of sequences and the frequency of
the derived variants. Fu’s Fs statistic [52], K-test and H-
test [48] are tests for calculating haplotype distribution.
The Fs statistic compares the number of haplotypes ob-
served to the expected number of haplotypes in a random
sample. K-test and H-test [48] are based on haplotype
number and haplotype diversity, respectively; these statis-
tics are conditioned by sample size (n) and the number of
segregating sites (Ss). Test significance was determined by
coalescence simulations using DnaSP (v.5) [47] and ALLE-
LIX software (kindly supplied by Dr Sylvain Mousset).
Sites having gaps were not taken into account in any of
the tests performed.
The effect of natural selection was evaluated regarding
intra and interspecies; the average number of non-
synonymous substitutions per non-synonymous site (dN)
and the average number of synonymous substitutions per
synonymous site (dS) were calculated for the former by
using the modified Nei-Gojobori method [53]. The signifi-
cant differences between the above were determined by
using Fisher’s exact test (suitable for dN and dS < 10) and
codon-based Z-test incorporated in MEGA software (v.5)
[54]. Differences between dN and dS per site were calcu-
lated by using SLAC, FEL, REL [55], IFEL [56], MEME
[57], and FUBAR [58] methods. The average number of
non-synonymous divergence substitutions per non-
synonymous site (KN) and the average number of syn-
onymous divergence substitutions per synonymous site
(KS) were calculated using the modified Nei-Gojobori
method [53], with Jukes-Cantor correction [59], to infer
natural selection signals which may have prevailed dur-
ing malarial parasite evolutionary history (interspecies;
using Plasmodium cynomolgi (accession number BAEJ
01001076.1) and P. knowlesi (accession number NC_011
912.1) orthologous sequences). The significant differ-
ences between KN and KS were determined by using a
codon-based Z-test incorporated in MEGA software
(v.5) [54]. The McDonald-Kreitman test [60] was also
calculated; this is based on a comparison of intraspecific
polymorphism to interspecific divergence (using Plasmo-
dium cynomolgi (accession number BAEJ01001076.1) and
P. knowlesi (accession number NC_011912.1) orthologous
Forero-Rodríguez et al. Malaria Journal 2014, 13:58 Page 3 of 12
http://www.malariajournal.com/content/13/1/58
sequences). This test involved using a web server
[61], which takes Jukes-Cantor divergence correction
into account [59]. All the above tests were calculated
using the sequences obtained from the databases plus
the Colombian ones and just those obtained for the
Colombian population.
ZnS [62] and ZZ [63] statistics were calculated for
evaluating the influence of linkage disequilibrium (LD)
and intragenic recombination, respectively. The minimum
number of recombination (Rm) events was also calculated;
this included calculating effective population size and the
probability of recombination between adjacent nucleotides
per generation [64]. Additionally, the GARD method [65]
available at the Datamonkey web server [66] was per-
formed. These tests were performed using the sequences
obtained from the Colombian population.
Results and discussion
The presence of genomic DNA (gDNA) and identification
of single Plasmodium vivax strain infection
An 18S subunit rRNA gene fragment was amplified from
100 samples of P. vivax collected from different areas of
Colombia and stored from 2007 to 2010. Seventy-seven
samples revealed an amplicon at the expected size, indi-
cating the presence of P. vivax gDNA. A region of the
pvmsp-1 gene was then amplified and digested with re-
striction enzymes, showing that seven of the 77 samples
proving positive for P. vivax had multiple infections. Only
70 samples were thus considered for later analysis. Due to
the low number of samples collected from some areas, they
were grouped according to geographical localisation and
epidemiological conditions (South-west: Chocó, Nariño;
South-east: Caquetá, Guainía, Guaviare, Meta; Midwest:
Bogota, Tolima; North-west: Atlántico, Antioquia Cordoba,
Magdalena).
Genetic diversity in pv12
Seventy samples amplified a 1,200 base pair (bp) frag-
ment corresponding to the pv12 gene (South-west n = 6;
South-east: n = 20; Midwest: n = 8; North-west: n =36).
These amplicons were purified and sequenced; the se-
quences were then analysed, compared to different refer-
ence sequences obtained from various sequencing projects
[43,44] and those having a different haplotype were de-
posited in the GenBank database (accession numbers
KF667328 and KF667329).
Four single nucleotide polymorphisms (SNP) were ob-
served throughout the pv12 gene sequence (Figure 1A)
located in positions 375 (N125K), 379 (T127A), 539
(L180W) and 662 (N221S). Only one SNP (nucleotide
375) was found in the Colombian population. A repeat
region was observed; it was formed by previously re-
ported amino acids N[A/V][H/Q] [39], in which an in-
sertion was observed in the North Korean sequence
(Figure 1A, haplotype 1) and deletions in the Colombian
sequences (Figure 1A, haplotypes 2 and 3).
Six haplotypes were found in pv12 (Figure 1A and
Table 1) around the world, four of which are present in
Colombia at 8.7, 5.8, 10.1, and 75.4% frequency for
haplotypes 2, 3, 5 and 6, respectively. Haplotypes 2, 5
and 6 were present in the different Colombian locations
(Additional file 1), haplotype 6 being the most predomin-
ant per year (2007 n = 9; 2008 n = 17; 2009 n = 15; 2010
n = 29) and per location, having higher than 70% fre-
quency (Figure 2A and Additional file 1). The remaining
haplotypes were absent or had low frequency (Figure 2A
and Additional file 1). Interestingly, haplotype 3 was
present in Colombia during 2009 but absent in the other
years studied (Figure 2A). The percentage of samples
from the South-east area (some of them presenting
haplotype 3) was greater than for other years, suggesting
that haplotype 3 was restricted to a particular geograph-
ical area (Additional file 1) and/or that this had very low
frequency in different Colombian subpopulations. Haplo-
type 2 was absent from 2007 to 2008 but present between
2009 and 2010 (Figure 2A); differently to haplotype 3, this
haplotype was present everywhere, except in the South-
west location (Additional file 1). This appeared to be
consistent with previous studies which have reported
numerous private haplotypes in American Plasmodium
vivax populations [67]. These results suggested that the
Colombian population had one predominant pv12 haplo-
type and several low frequency alleles, which are geo-
graphically isolated or were not detected during some
periods of time. Since P. vivax populations within coun-
tries seem to be strongly structured [67], new pv12 haplo-
types could appear in other parasite populations.
This gene had 0.0004 ± 0.0001 global nucleotide diver-
sity (π) and 0.0003 ± 0.0001 for the Colombian popula-
tion (Table 1). This value was about 2.5 times less than
that reported for its orthologue in P. falciparum (π =
0.001) [68]; however, both values were low when com-
pared to other membrane proteins [10-14,17], suggesting
that this gene is highly conserved in different Plasmo-
dium species. This value places pv12 among the most
conserved antigen-encoding genes characterized to date
in P. vivax.
Mutations in pv12 appear to be selectively neutral
Several tests for evaluating the hypothesis that mutations
in pv12 are neutral were performed. No significant values
were found for the Tajima, Fu and Li, Fay and Wu or Fu
tests (Table 2); likewise, the Colombian population’s num-
ber of haplotypes (4) and haplotype diversity (0.406 ±
0.07) (Table 2) were as expected under neutrality accord-
ing to the K-test and H-test. Since neutrality could not be
ruled out, the mutations or haplotypes found in pv12
could have been randomly fixed; this might explain the
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possible geographical isolation of haplotype 3, since differ-
ent alleles could have become fixed in different popula-
tions according to the neutral hypothesis. Alternatively,
the geographical isolation of haplotype 3 could have re-
sulted from the structured P. vivax population in America,
where haplotypes may have diversified in situ.
Natural selection in pv12
The gene was split into two regions: region A, nucleotides
1-546 (amino acids 1-182 including one s48/45 domain)
and region B, nucleotides 547-1,095 (amino acids 183-365
including the other s48/45 domain). Synonymous substi-
tution per synonymous site (dS) and non-synonymous
substitution per non-synonymous site rates (dN) were cal-
culated using the gene’s total length to evaluate whether
natural selection had any effect on pv12 evolution. Full
length gene and split regions had non-significant values
(Table 3); likewise, when dN and dS were estimated for
s48/45 domains, no significant values were observed
(Additional file 2), contrary to that suggested for pf12,
where purifying selection action has been reported [69].
The Datamonkey server was used for calculating dN and
dS rates for each codon; no selected sites were found, indi-
cating (once more) that the gene did not appear to deviate
from neutrality.
However, assessing how natural selection acts on low
genetic diversity antigens is not easy [70]; the fact that
Plasmodium vivax shares its most recent common ances-
tor with parasites infecting primates (e.g. P. cynomolgi and
P. knowlesi) led to inferring patterns which may have
prevailed during their evolutionary history [70,71]. When
synonymous divergence substitution per synonymous site
(KS) and non-synonymous divergence substitution per
non-synonymous site (KN) rates were calculated, a signifi-
cantly higher KS than KN was found (Table 4). Moreover, a
sliding window for ω (dN/dS and/or KN/KS) revealed < 1
values throughout the gene (Figure 3), which could have
been a consequence of negative selection. Moreover,
significant values were observed when the McDonald-
Kreitman (MK) test was used for comparing intraspe-
cific polymorphism and interspecific divergence (using
all the haplotypes found for this gene): PN/PS > DN/DS
(Table 5), revealing (similar to KS rates) a large accumula-
tion of synonymous substitutions between species, which
could be interpreted as negative selection. Such accumula-
tion of interspecies synonymous substitutions suggested
that evolution tried to maintain protein structure by elim-
inating all deleterious mutations. However, when the MK
test was done with haplotypes found in Colombia (and in
spite of the accumulation of synonymous substitutions be-
tween species), no significant values were observed in this
population (Table 5). Although Pv12 is exposed to the im-
mune system [39,40], it had a high level of conservation.
This pattern could have been because pv12 had diverged
Figure 1 pv12 and pv38 haplotype alignment. A. Alignment of the six haplotypes found in the pv12 gene. Haplotypes 2, 3, 5 and 6 were
found in the Colombian population. B. Alignment of the 17 haplotypes found in pv38, 14 of them found in the Colombian population
(haplotypes 1, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, and 17). The dots indicate nucleotide identity and dashes indicate nucleotide absence.
Numbering is based on the Sal-I reference sequence.
Table 1 Estimators for pv12 and pv38 global and local
genetic diversity
n Gene Sites Ss S Ps H θw (sd) π (sd)
Worldwide isolates
76 pv12 927 4 3 1 6 0.0009 (0.0005) 0.0004 (0.0001)
53 pv38 1,035 9 1 8 17 0.0019 (0.0006) 0.0026 (0.0002)
Colombian population
70 pv12 1,047 1 0 1 4 0.0002 (0.0002) 0.0003 (0.0001)
46 pv38 1,062 8 0 8 14 0.0017 (0.0006) 0.0024 (0.0002)
Estimators of genetic diversity were calculated using the sequences obtained
from databases plus the Colombian ones (worldwide isolates, global diversity)
and just those obtained for the Colombian population (Colombian population,
local diversity). n: number of isolates, sites: total of sites analysed excluding
gaps, Ss: number of segregating sites, S: number of singleton sites, Ps: number
of informative-parsimonious sites, H: number of haplotypes, θw: Watterson
estimator, π: nucleotide diversity per site. sd: standard deviation.
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by negative selection, due to a possible functional/struc-
tural constraint imposed by the presence of s48/45 do-
mains [72] which seem to play an important role during
host cell recognition [30,69,72].
Genetic diversity in pv38
Only 46 out of 70 samples could be amplified for the
pv38 gene, giving a 1,121 bp fragment (South-west n = 6;
South-east: n = 13; Midwest: n = 4; North-west: n = 23).
The 46 sequences obtained from Colombian isolates were
compared to and analysed regarding reference sequences
obtained from different regions of the world [43,44].
Colombian sequences that have a different haplotype to
that of previously reported ones can be found in GenBank
(accession numbers KF667330-KF667340).
Nine SNPs were observed in the pv38 gene (Figure 1B),
most of which were no-synonymous (nucleotides: 88
(R30S), 206/207 (A69V), 209 (R70L), 524/525 (T175N),
880 (M294L), and 998 (S333N)), similar to that found in
Pf38 [73]. Positions 525 and 969 produced synonymous
substitutions (a change in protein sequence was generated
when the substitution in position 525 was accompanied
with another one in position 524). The parasite population
in Colombia has eight of these nine SNPs, all being
informative-parsimonious sites. Similar to that reported
for its orthologue in P. falciparum [73], most substitutions
were found in the gene’s 5′ region.
Seventeen haplotypes were identified from alignment
(including sequences from different regions of the world)
(Figure 1B), 14 of which were found in Colombia’s para-
site population at different frequencies: 11% haplotype 1,
4% haplotype 5, 2% haplotype 6, 20% haplotype 7, 15%
haplotype 8, 7% haplotype 9, 2% haplotype 10, 4% haplo-
type 11, 13% haplotype 12, 4% haplotype 13, 2% haplotype
14, 4% haplotype 15, 7% haplotype 16, and 4% haplotype
17. Most haplotypes were found in intermediate frequen-
cies per year (2007 n = 6; 2008 n = 6; 2009 n = 8; 2010 n =
26) and none exceeded 50% (Figure 2B). The absence of
some haplotypes in determined years, or in some loca-
tions, could not just have been due to the low frequency
which they might have had but also to the difference in
the number of samples for each year (n = 6 in 2007, n =
6 in 2008, n = 8 in 2009 and n = 26 in 2010) or because
American P. vivax populations appear to be structured
and therefore several privative haplotypes might be
found [67].
π in this gene was 0.0026 ± 0.0002 worldwide and
0.0024 ± 0.0002 in the Colombian population (Table 1),
this being 1.3 times lower than that for its orthologue in
P. falciparum (π = 0.0034) [68,73] showing that the pv38
Figure 2 Frequency of the pv12 and pv38 haplotypes present in the Colombian population. A. Frequency per year for the four pv12
haplotypes found in the Colombian population: n = 9 in 2007, n = 17 in 2008, n = 15 in 2009 and n = 29 in 2010. B. Frequency per year for the 14
pv38 haplotypes found in the Colombian population. n = 6 in 2007, n = 6 in 2008, n = 8 in 2009 and n = 26 in 2010.
Table 2 pv12 and pv38 neutrality, linkage disequilibrium and recombination tests for the Colombian population
N Gene Tajima Fu and Li Fay and
Wu’s H
Fu’s
Fs
K-test H-test (sd) Zns ZZ RM
D D* F*
70 pv12 0.365 0.516 0.548 0.000 0.902 4 0.406 (0.07) ND ND 0
46 pv38 1.147 1.304 1.473 −1.275 −4.451 14* 0.890 (0.02)* 0.107 0.125 2
n: number of isolates.
*: p < 0.05.
ND: not determined.
sd: standard deviation.
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gene had low diversity, at least in the two main species
affecting human beings.
Deviation from the neutral model of molecular evolution
in pv38
Tajima’s D, Fu and Li’s D* and F*, Fay and Wu’s H and
Fu’s Fs neutrality tests did not reveal statistically signifi-
cant values (Table 2), suggesting that the gene might
follow the neutral evolution model. However, the pres-
ence of 14 haplotypes and 0.890 ± 0.02 haplotype diver-
sity in the Colombian population was greater than that
expected under neutrality according to K-test and H-
test results (Table 2). This suggested balanced ancestral
polymorphism [48], being similar to that reported for
the P. falciparum p38 gene which showed evidence of
balanced selection in 5’ region [73].
Natural selection in pv38
A modified Nei Gojobori method was used for calculat-
ing dN and dS rates for showing some type of selection
in the pv38 gene. Similar to that used regarding pv12,
the pv38 gene was divided into two regions: region A,
covering position 1-459 (amino acids 1-153) and region
B, nucleotides 460-1,065 (amino acids 154-355 including
Table 3 Synonymous substitution per synonymous site rate (dS) and non-synonymous substitution per
non-synonymous site rate (dN) for pv12 and pv38 genes
n Gene Region A Region B Full length gene
dS (se) dN (se) dS (se) dN (se) dS (se) dN (se)
Worldwide isolates
76 pv12 0.000 (0.000) 0.001 (0.001) 0.000 (0.000) 0.000 (0.000) 0.000 (0.000) 0.001 (0.000)
53 pv38 0.001 (0.001) 0.003 (0.002) 0.006 (0.004) 0.001 (0.001) 0.004 (0.002) 0.002 (0.001)
Colombian population
70 pv12 0.000 (0.000) 0.001 (0.001) 0.000 (0.000) 0.000 (0.000) 0.000 (0.000) 0.000 (0.000)
46 pv38 0.001 (0.001) 0.003 (0.002) 0.005 (0.004) 0.001 (0.001) 0.004 (0.002) 0.002 (0.001)
dN and dS rates were estimated by using sequences obtained from databases together with Colombian ones (worldwide isolates) and just with those obtained in
the Colombian population. n: number of isolates. pv12: region A, nucleotides 1-546 and region B, nucleotides 547-1,095. pv38: region A, nucleotides 1-459 and
region B, nucleotides 460-1,065. se: standard error. No statistically significant differences were found.
Table 4 Synonymous divergence substitution per synonymous site (KS) rate and non-synonymous divergence
substitution per non-synonymous site (KN) rate
P. vivax/P. Cynomolgi
n Gene s48/45 domain in region A s48/45 domain in region B Full-length gene
KS (se) KN (se) KS (se) KN (se) KS (se) KN (se)
Worldwide isolates
78 pv12 0.016 (0.003)† 0.005 (0.002) 0.019 (0.004)† 0.003 (0.001) 0.016 (0.002)* 0.004 (0.001)
54 pv38 - 0.030 (0.007)† 0.005 (0.001) 0.031 (0.004)* 0.007 (0.001)
Colombian isolates
71 pv12 0.018 (0.003)† 0.005 (0.001) 0.021 (0.004)† 0.003 (0.001) 0.016 (0.002)* 0.005 (0.001)
47 pv38 - 0.033 (0.007)† 0.006 (0.001) 0.033 (0.004)* 0.008 (0.001)
P. vivax/P. knowlesi
n Gene s48/45 domain in region A s48/45 domain in region B Full-length gene
KS (se) KN (se) KS (se) KN (se) KS (se) KN (se)
Worldwide isolates
78 pv12 0.025 (0.005)† 0.006 (0.002) 0.020 (0.004)† 0.003 (0.001) 0.022 (0.003)* 0.005 (0.001)
54 pv38 - 0.028 (0.006)† 0.005 (0.001) 0.034 (0.004)* 0.007 (0.001)
Colombian isolates
71 pv12 0.027 (0.006)† 0.006 (0.001) 0.022 (0.005)† 0.003 (0.001) 0.023 (0.002)* 0.005 (0.001)
47 pv38 - 0.031 (0.007)† 0.005 (0.001) 0.038 (0.005)* 0.008 (0.001)
KN and KS rates were estimated by using sequences obtained from databases (worldwide isolates) together with Colombian ones, and just with those obtained in
the Colombian population. n: number of isolates. pv12 s48/45 domain in region A: nucleotides 82-471; pv12 s48/45 domain in region B: nucleotides 589-906; pv38
s48/45 domain in region B: nucleotides 481-852; -: There are no s48/45 domains in pv38 region A. Numbering is based on the Sal-I reference sequence.
*: p < 0.000, †: p < 0.002.
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the s48/45 domain). There were more dN substitutions in
region A than dS substitutions, whilst there were more dS
substitutions in region B than dN ones, even though no
significant values were observed (Table 4 and Additional
file 2). Selection tests by codon revealed positive selection
in codon 70 and negative selection in codons 175 and 323,
suggesting that the gene was influenced by selection.
When the long-term effect of natural selection was ex-
plored by comparing divergence rates (KS and KN), pv38
had a higher statistically significant KS rate than KN
(Table 4), revealing ω values below 1 throughout the gene
(Figure 3), suggesting divergence by negative selection.
The McDonald-Kreitman test revealed statistically sig-
nificant values (Table 4), when intraspecific polymorphism
and interspecific divergence was compared, showing PN/
PS > DN/DS (p < 0.02). This result could have been the re-
sult of either a negative selection or a balanced selection
[61,74]. K-test and H-test results (Table 2) and the pres-
ence of different haplotypes at intermediate frequencies
(Figure 2B) suggested that it is most probable that pv38
Figure 3 Sliding window analysis for ω rates. The ω (dN/dS) values for Plasmodium vivax p12 and p38 are shown in blue, whereas the
divergence (ω: KN/KS) between Plasmodium vivax and Plasmodium cynomolgi (Pcyn) and Plasmodium vivax and Plasmodium knowlesi (Pkno) is
displayed in magenta and purple, respectively. A gene diagram is shown below the sliding window. Regions encoding signal peptides (brown),
GPI anchors (green), s48/45 domains (dark cyan) as well as the N[A/V][H/Q] repeat (black) are indicated. Non-synonymous (red) and synonymous
(orange) substitutions are shown with vertical lines above each gene.
Table 5 McDonald-Kreitman test for evaluating the action of natural selection
P. vivax/P. cynomolgi P. vivax/P. knowlesi
Worldwide isolates
Fixed Polymorphic PN/PS > DN/DS p-values Fixed Polymorphic PN/PS > DN/DS p-values
pv12 Non-synonymous substitutions 78.66 4 0.002 93.86 4 0.000
Synonymous substitutions 190.23 0 340.47 0
pv38 Non-synonymous substitutions 85.90 6 0.004 85.14 6 0.003
Synonymous substitutions 257.31 3 265.94 3
Colombian population
pv12 Non-synonymous substitutions 93.05 1 0.146 115.54 1 0.083
Synonymous substitutions 197.20 0 347.80 0
pv38 Non-synonymous substitutions 89.22 5 0.023 88.50 5 0.016
Synonymous substitutions 248.66 3 264.90 3
The McDonald-Kreitman test was done using sequences obtained from databases (worldwide isolates) together with Colombian ones, and just with those
obtained in the Colombian population. The interspecies divergence data were obtained from comparing Plasmodium vivax sequences with two related species:
Plasmodium cynomolgi and Plasmodium knowlesi. Significant values are shown in italics.
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was influenced by balanced selection, similar to that re-
ported for P. falciparum [73]. Such selection seemed to be
domain specific. Significant values were observed for
region A (p = 0.014) when intraspecific polymorphism
and interspecific divergence was calculated in each re-
gion (Additional file 3), this being where most of the substi-
tutions found became accumulated, whilst neutrality could
not be ruled out for region B (p = 0.1). Functional/structural
constraint due to the presence of an s48/45 domain was
also probable for pv38, given this region’s low diversity,
two negatively selected sites and a statistically signifi-
cant KS > KN.
Linkage disequilibrium (LD) and recombination
Several statistics were calculated for determining possible
associations between polymorphisms and/or the presence
of recombination in pv38. ZnS did not reveal statistically
significant values, indicating that pv38 polymorphisms
were not associated. Lineal regression between linkage
disequilibrium (LD) and nucleotide distance revealed a re-
duction in LD as nucleotide distance increased, indicating
that intragenic recombination might have led to new vari-
ations being produced.
The ZZ statistic was calculated to confirm whether
recombination affected pv38 evolution, showing no sig-
nificant values (Table 2); however, 2 RM (minimum
recombination events) were found. The GARD method
(in Datamonkey web server) gave a recombination break-
point in position 524. Prior studies have suggested that
new haplotypes could be produced through recombin-
ation in spite of functional constraints [73]. Intragenic re-
combination could thus be one of the factors promoting
diversity in the pv38 gene. Crosslinking during recombin-
ation could produce new combinations between the gene’s
5′ (region A) and 3′ region (region B) as the breakpoint
found in this gene was located upstream of the region en-
coding the s48/45 domain (region B). As only one poly-
morphic site was found in pv12, the aforementioned tests
were not carried for this gene.
pv12 and pv38 should be considered for an antimalarial
vaccine
The lack of a totally effective vaccine against human malar-
ial parasites is at least partly due to high genetic diversity
found in proteins involved in red blood cell invasion. These
molecules’ constant exposure to the host’s immune system
allows the fixation of mutations generating an adaptive
advantage preventing their recognition. Antigens such as
pvmsp-1, pvdbp, pvmsp-3α, pvmsp-5, pvmsp-7C, pvmsp-
7H, pvmsp-7I and pvama-1 have shown high genetic diver-
sity which appears to be maintained by positive-balancing
selection [10-15,75-78]; however, other antigens are highly
conserved despite being exposed to the host’s immune sys-
tem. Surface antigens such as pvmsp-4, pvmsp-7A, pvmsp-
7 K, pvmsp-8, pvmsp-10, pv230 or others in the rhoptries
(pvrap-1 and pvrap-2) appear to evolve more slowly due to
a possible functional constraint in their encoded proteins
[70,71,79-82]. Thus, most mutations have become elimi-
nated from the population, maintaining a conserved
protein structure, even throughout these parasites’ evo-
lutionary history [70,71]. The latter behaviour seems to
have been directing pv12 and pv38 evolution, highlighting
high conservation at both intra- and inter-species level
due to the influence of negative selection exerted on s48/
45 domains which are important for red blood cell recog-
nition [30]. Although antigens having low genetic diversity
are usually not immunogenic [83] nor do they induce
protection-inducing responses [84], some limited poly-
morphism antigens have been shown to be able to induce
immunogenicity and protection [85]. Therefore, pv12 and
pv38 (or their s48/45 domains) should be evaluated re-
garding vaccine development because immune responses
against 6-Cys family antigens appear to be directed against
structural epitopes in s48/45 domains [86-88], blocking
such domains should prevent invasion [30,88] and being
highly conserved and having a functional constraint,
allele-specific immune responses are thus avoided.
Conclusions
The p12 and p38 genes in P. vivax were seen to have low
genetic diversity; the regions encoding the s48/45 domains
seemed to be functionally or structurally constrained. Sev-
eral members of the 6-Cys family are found on the surface
of malaria parasites in every stage [28,36-39,69] and some
of them (e g, P48/45, P230) are considered to be promis-
ing (transmission-blocking) vaccine candidates [36,37,87].
Epitopes identified by monoclonal antibodies against this
type of protein are structural and have been localized
within s48/45 domains [86,87] which seem to be involved
in host-pathogen interaction [30,72]. Since pv12 and pv38
share structural characteristics with members of the 6-Cys
family, added to their antigenic characteristics [38-40] and
the low genetic diversity found in this study, the proteins
encoded by these genes or their functionally/structurally
constrained (conserved) regions could be born in mind
when designing a multistage, multi-antigen subunit-based
anti-malarial vaccine.
Additional files
Additional file 1: pv12 and pv38 haplotypes distribution in the
Colombian population. Haplotype distribution found in pv12 (A) and
pv38 (B) from 2007 to 2010.
Additional file 2: Synonymous substitution per synonymous site
rate (dS) and non-synonymous substitution per non-synonymous
site rate (dN) in s48/45 domains from pv12 and pv38 genes. No
statistically significant differences were found by codon-based Z-test or
Fisher’s exact tests. se: Standard error. pv12 s48/45 domain in region A:
nucleotides 82-471; pv12 s48/45 domain in region B: nucleotides 589-906;
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pv38 s48/45 domain in region B: nucleotides 481-852 -: There is no s48/
45 domain in the pv38 region. Numbering is based on the Sal-I reference
sequence.
Additional file 3: McDonald-Kreitman test for evaluating the action
of natural selection in pv12 and pv38 gene regions A and B. The
McDonald-Kreitman test was done using sequences obtained from
databases (worldwide isolates) together with Colombian ones, and just
with those obtained in the Colombian population. The interspecies
divergence data was obtained from comparing Plasmodium vivax
sequences with two related species: Plasmodium cynomolgi and
Plasmodium knowlesi. Significant values are underlined. pv12: region A,
nucleotides 1-546 and region B, nucleotides 547-1,095. pv38: region A,
nucleotides 1-459 and region B, nucleotides 460-1,065.
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Abstract
Background: The development of malaria vaccine has been hindered by the allele-specific responses produced by
some parasite antigens’ high genetic diversity. Such antigen genetic diversity must thus be evaluated when designing
a completely effective vaccine. Plasmodium falciparum P12, P38 and P41 proteins have red blood cell binding regions
in the s48/45 domains and are located on merozoite surface, P41 forming a heteroduplex with P12. These three
genes have been identified in Plasmodium vivax and share similar characteristics with their orthologues in Plasmodium
falciparum. Plasmodium vivax pv12 and pv38 have low genetic diversity but pv41 polymorphism has not been
described.
Methods: The present study was aimed at evaluating the P. vivax p41 (pv41) gene’s polymorphism. DNA
sequences from Colombian clinical isolates from pv41 gene were analysed for characterising and studying
the genetic diversity and the evolutionary forces that produced the variation pattern so observed.
Results: Similarly to other members of the 6-Cys family, pv41 had low genetic polymorphism. pv41 3′-end displayed
the highest nucleotide diversity value; several substitutions found there were under positive selection. Negatively
selected codons at inter-species level were identified in the s48/45 domains; p41 would thus seem to have
functional/structural constraints due to the presence of these domains.
Conclusions: In spite of the functional constraints of Pv41 s48/45 domains, immune system pressure seems
to have allowed non-synonymous substitutions to become fixed within them as an adaptation mechanism;
including Pv41 s48/45 domains in a vaccine should thus be carefully evaluated due to these domains
containing some allele variants.
Keywords: Plasmodium vivax, 6-Cys, pv41, s48/45 domains, Genetic variability, Functional constraint,
Anti-malarial vaccine
Background
Of the five malaria parasites (Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malarie, Plasmodium
ovale and Plasmodium knowlesi) affecting human beings,
P. falciparum is the species causing the most severe clin-
ical manifestations, whilst P. vivax is the species most
widely distributed throughout the world, mainly affecting
the Asian and American continents and causing the highest
morbidity outside of Africa. In spite of efforts to date for
controlling malaria, it continues to be a serious public
health problem; 18.9 million cases of P. vivax occurred in
2012, children under five years old and pregnant women
being the most vulnerable populations [1].
An anti-malarial vaccine represents one of the alterna-
tive control measures regarding this disease; developing
a multi-antigen vaccine against the parasite’s blood stage
is focused on blocking all interactions with a host cell,
thereby avoiding recognition and subsequent invasion.
Several antigens have been proposed as vaccine candidates
[2-4]; however, as many of them have high genetic diver-
sity [5-12], this is an obstacle regarding such proposal
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[13,14] since they induce allele-specific immune responses
[15]. The genetic diversity of candidate antigens must thus
be evaluated [14,16] for selecting the most frequent vari-
ants or conserved domains [13,14].
Proteins involved in red blood cell (RBC) invasion have
been characterized in merozoite surface regions known as
detergent-resistant membranes (DRM) [17-19], many of
these being potential vaccine candidates [4,20,21]. Such
DRMs include a group of proteins belonging to the 6-Cys
family (P12, P38, P41 and P92) which is characterised by
the presence of domains containing six conserved cyste-
ines called s48/45 [17,22-24]. The P. falciparum P41
(Pf41) protein has two high-activity binding peptides in
the s48/45 domains [17], thereby suggesting a role in RBC
invasion. This protein does not have GPI-anchored do-
mains and its presence on merozoite membrane is due to
the formation of an inverted heteroduplex with Pf12
[25,26]. The pv41 gene has recently been characterised in
P. vivax (pv41) [22,27]; this gene encodes a 385 residue-
long membrane protein. Similar to its orthologue in
P. falciparum, the protein has a signal peptide and two
s48/45 domains but no GPI-anchor. The P. vivax P41
(Pv41) protein has been shown to be antigenic [27,28],
suggesting that it is exposed to the host immune system,
probably during invasion of the host cell.
Given that Pv41 has been located on merozoite surface
and that it has no membrane anchoring domains [22,27],
it could be interacting with another protein anchored to
parasite surface. This protein’s similarity with its ortholo-
gue in P. falciparum suggests that Pv41 might form a
complex with Pv12, a protein which has been shown to be
highly conserved [29]. The present study was therefore
aimed at using population genetics analysis for evaluating
the pv41 gene’s genetic diversity by determining the evolu-
tionary processes producing the locus’s variation pattern.
The results showed that pv41 had low genetic diversity,
the gene’s 3′-end region being the most diverse, fixing
mutations by positive selection, probably as a mechanism
for evading the immune system. Like other members of
the 6-Cys family, this gene seemed to have functional con-
straints due to the presence of s48/45 domains.
Methods
Declaration of ethical considerations
This study involved using thirty P. vivax-infected samples
collected between 2007 and 2010 (2007: 5 isolates, 2008: 3
isolates, 2009: 8 isolates, 2010: 14 isolates); they had been
obtained from different regions of Colombia (Figure 1,
South-west: Chocó, Nariño; South-east: Caquetá, Guainía,
Guaviare, Meta; Midwest: Bogotá, Tolima; North-west:
Figure 1 pv41 haplotype distribution in the Colombian population and origin of the reference strain sequences. Panel A shows the
haplotype distribution found in pv41. Panel B shows the origin of the reference strain sequences and panel C represents haplotype frequency in
the Colombian population. Haplotype 1: Sal-I, Brazil-I, haplotype 2: India, haplotype 3: Mauritania, haplotype 4: North Korea, haplotype 5: South
Korea, haplotype 1–2 and 6–13: Colombian isolates.
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Atlántico, Antioquia, Córdoba). All P. vivax-infected pa-
tients who provided blood samples were notified of the
study’s objective and then signed an informed consent
form. All the procedures involved in taking the samples
had already been approved by the Fundación Instituto de
Inmunología de Colombia’s (FIDIC) ethics’ committee.
Genotyping Plasmodium vivax samples
PCR-RFLP of the pvmsp-1 polymorphic marker was used
for identifying/analysing different genotypes in the sam-
ples and infection by a single P. vivax strain, as described
previously [30]. Briefly, this gene’s blocks 6, 7 and 8 were
amplified with direct 5′-AAAATCGAGAGCATGATCGC
CACTGAGAAG-3′ and reverse 5′-AGCTTGTACTTTC
CATAGTGGTCCAG-3′ primers. The amplified frag-
ments were digested with Alu I and Mnl I restriction
enzymes.
PCR amplification of the pv41 gene
Previously reported primers were used for amplifying
pv41 [22]. The PCR reaction mixture contained 10 mM
Tris HCl, 50 mM KCl (GeneAmp 10X PCR Buffer II
(Applied Biosystems)), 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM of each
dNTP, 0.5 μM of each primer (direct 5′ ATGAAAAGG
CTCCTCCTGC 3′ and reverse 5′ CTCCTGGAAGGA
CTTGGC 3′), 0.76 U Amplitaq Gold DNA polymerase
(Applied Biosystems) and 40 ng genomic DNA at 50 μL
final volume. The PCR thermal profile was as follows: one
cycle at 95°C (7 min), 40 cycles at 95°C (20 sec), 60°C
(30 sec), 72°C (1 min) and a final extension cycle at 72°C
(10 min). The amplification products were purified using
an UltraClean PCR Clean-up kit (MO BIO). The purified
PCR products were bidirectionally sequenced with the
amplification primers using the BigDye method with
capillary electrophoresis, using the ABI-3730 XL se-
quencer (MACROGEN, Seoul, South Korea). Two inde-
pendent PCR products were sequenced per sample to rule
out errors.
Analysing genetic diversity
CLC Main workbench software v.5 (CLC bio, Cambridge,
MA, USA) was used for analysing and assembling the
electropherograms obtained by sequencing, giving one
sequence per sample. The 30 sequences obtained
from Colombian isolates were compared to and ana-
lysed regarding reference sequences obtained from several
sequencing projects [31,32] (PlasmoDB accession number:
PVX_000995, GenBank accession number: AFNI01000110.1,
AFNJ01000259.1, AFMK01000149.1 and AFBK01000223.1)
or reported in databases (GenBank accession number:
GU476495.1). These 36 sequences were then compared to
Plasmodium cynomolgi (GenBank accession number:
BAEJ01000104.1) and P. knowlesi orthologous sequences
(PlasmoDB accession number: PKH_030970), two species
which are phylogenetically close to P. vivax [33]. Gene
Runner software was used for translating all the sequences
for obtaining the deduced amino acid sequences; the
MUSCLE algorithm was then used for aligning such se-
quences [34] and then edited manually. The PAL2NAL
web-based tool [35] was then used for converting protein
alignments into their respective nucleotide alignments.
DnaSP v.5 software [36] was used for quantifying pv41
genetic polymorphism by calculating: the number of seg-
regant sites (Ss), the number of singleton sites (s), the
number of parsimony-informative sites (Ps), the number
of haplotypes (H), haplotype diversity (Hd, multiplied by
(n-1)/n, according to Depaulis and Veuille [36,37]), the
Watterson estimator (θw), the average number of nu-
cleotide differences (k) and nucleotide diversity per site
(π). Data was obtained for the reference sequences plus
the Colombian sequences (worldwide diversity), as well
as for just the Colombian sequences (local diversity).
The Colombian parasite population sequences were
used for evaluating the neutral model of molecular evo-
lution using tests based on the frequency spectrum of
nucleotide polymorphisms and haplotype distribution.
Tajima’s D test [38], Fu and Li’s D* and F* tests [39], and
Fay and Wu’s H test [40] were calculated for the first
group of tests. Fu’s Fs test [41] and K-test and H-test [37]
were calculated as part of the group of tests based on
haplotype distribution. The significance of all tests was de-
termined by coalescence simulations using DnaSP v.5 [36]
and ALLELIX software (provided by Dr Sylvain Mousset).
Sites having gaps were not taken into account for all tests.
The effect of natural selection was evaluated by calculat-
ing the difference between the average number of non-
synonymous substitutions per non-synonymous site (dN)
and the average number of synonymous substitutions per
synonymous site (dS) using the modified Nei-Gojobori
method [42]. Significance was determined by using Fisher’s
exact tests and the Z test incorporated in MEGA v.5 soft-
ware [43]. SLAC, FEL, REL [44], IFEL [45], MEME [46]
and FUBAR methods [47] were used for calculating the ω
(dN/dS) value for each codon in the pv41 alignment.
The McDonald-Kreitman test [48] was calculated for
evaluating the effect of natural selection on p41 during
the evolutionary history of P. vivax and related species
(Plasmodium cynomolgi and P. knowlesi); this test compared
intraspecific polymorphism with interspecific divergence
using a web server [49], which takes the Jukes-Cantor
distance correction regarding divergence per site [50]
into account. The Nei-Gojobori modified method
[42] was also used for calculating the difference between
non-synonymous (KN) and synonymous (KS) divergence
rates using Jukes-Cantor divergence correction [50]. Sig-
nificant values were determined by using the Z test in-
corporate in MEGA v.5 software [43]. SLAC, FEL, REL
[44], MEME [46] and FUBAR [47] methods were used
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for determining sites under interspecies selection using
the P. vivax, P. cynomolgi and P. knowlesi sequences as
data set.
ZnS [51] and ZZ [52] tests were calculated for evaluat-
ing non-random associations between polymorphisms
(linkage disequilibrium or LD) and the influence of in-
tragenic recombination on pv41. The minimum number
of recombination events (Rm) [53] was also calculated
and the GARD method [54] available from Datamonkey
[55] was used for evaluating recombination processes.
Results
Genetic diversity in pv41
Thirty P. vivax-infected samples, obtained from different
parts of Colombia (Figure 1), were genotyped using the
pvmsp-1 polymorphic marker. The RFLP patterns pro-
duced from pvmsp-1 blocks 6–8 suggested the presence
of different genotypes in the aforementioned samples as
well as single strain infections in each sample. Taking
into account that all these samples have been previously
used in other studies involving genes having high poly-
morphism [6], in which none of the electropherograms
revealed overlapping peaks during the sequencing, we
can ascertain the absence of multiple infections.
The 30 genotyped isolates had a 1,152 base pair (bp) frag-
ment corresponding to the pv41 gene. The sequences ob-
tained from these 30 isolates (Additional file 1) were
compared to and analysed together with sequences reported
by several sequencing projects [31,32]. Sequences having a
different haplotype were deposited in the GenBank database
(accession numbers KM212268-KM212275).
Table 1 gives the values for the estimators of genetic
diversity. Seventeen segregant sites were observed in the
sequences from different parts of the world, 12 of them
being parsimony-informative sites and five singleton sites;
13 haplotypes were found (Figure 2). Aligning the proteins
from P. vivax isolates from different geographical loca-
tions revealed substitutions in ten amino acids: N88D,
E89V, A258V, Q301H, K312N, M355R, S359H, Y361F,
N363D and R373G (numeration based on the Sal-I refer-
ence sequence). Ten segregant sites were found in the
Colombian population (nine of them being parsimony-
informative sites), giving ten haplotypes (haplotypes 1, 2,
6–13) and 0.679 ± 0.083 haplotype diversity. Haplotype 1
had 50% frequency, followed by haplotype 11 (13% fre-
quency) and haplotype 10 (10% frequency); the remaining
haplotypes had low frequency (around 3%).
The average number of nucleotide differences per
pairs of sequences (k) was 3.9 when sequences from dif-
ferent parts of the world (worldwide diversity) were ana-
lysed and 3.1 for the Colombian population (Table 1).
Low Watterson estimator (θw = 0.0038 ± 0.0009) and nu-
cleotide diversity values (π = 0.0037 ± 0.0006) were ob-
served when the available sequences obtained from the
databases plus the Colombian ones were analysed; θw
was 0.0023 ± 0.0007 and π 0.0028 ± 0.0005 for the
Colombian population (Table 1). The nucleotide di-
versity analysis for Colombian locations showed that
the Midwest was the most diverse at the pv41 locus
whilst the lowest value was found in Colombia’s
South-west area (Additional file 2). The gene region
having the highest π value was found between nucle-
otides 1,064 to 1,130.
Evaluating the effect of natural selection on pv41
Tajima’s D, Fu and Li’s D* and F*, Fay and Wu’s H, Fu’s
Fs and the K- and H-test neutrality tests did not give sta-
tistically significant values (Table 2); this meant that neu-
trality could not be ruled out. The differences between
non-synonymous and synonymous (dN - dS) substitu-
tions rates throughout the gene were evaluated for esti-
mating the effect of natural selection in pv41, as well as
in each s48/45 domain (s48/45 N-Terminal: nucleotide
76–351 and s48/45 C-Terminal: nucleotide 784–1,095);
Table 1 Genetic diversity estimators for pv41
n Sites Ss S Ps H θw k π
Worldwide diversity
36 1,068 17 5 12 13 0.0038 ± 0.0009 3.9 0.0037 ± 0.0006
Local diversity
30 1,115 10 1 9 10 0.0023 ± 0.0007 3.1 0.0028 ± 0.0005
The estimators of genetic diversity were calculated by using the sequences
obtained from the databases plus the Colombian ones (worldwide diversity)
and just using those obtained in the Colombian population (local diversity).
n: number of isolates, sites: total of sites analysed (excluding gaps), Ss: number of
segregant sites, S: number of singleton sites, Ps: number of parsimony-informative
sites, H: number of haplotypes, k: average number of nucleotide differences by
sequence pairs, θw: Watterson estimator, π: nucleotide diversity per site.
Figure 2 Aligning the haplotypes found in the pv41 gene.
The numbers in the upper part indicate the nucleotide position where
a substitution was observed; the dots indicate nucleotide identity.
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however, no significant values were found (Table 3). The
sliding window (Figure 3) for the ω (dN/dS) rate gave a ω
close to 1 at the 3′-end of pv41, indicating a number of
non-synonymous substitutions fixed within P. vivax in
this region at a higher rate than in the rest of the se-
quence. Tests estimating dN/dS for each site (codon)
were then performed for identifying whether individual
codons in pv41 were under selection; seven codons were
found to be under positive selection and one codon
under negative selection (Figure 3). Substitutions
V269A, H312Q and G384R were exclusive for the
Colombian population. The K323N, H370S amino acid
changes were found in Colombian isolates and some refer-
ence sequences, whilst the N88D and E89V substitutions
were present in Mauritanian and South Korean sequences,
respectively.
The McDonald-Kreitman test was calculated for evalu-
ating how selection had acted throughout p41’s evolu-
tionary history; it revealed significant values, thereby
showing that polymorphism was greater than divergence
(p < 0.05) (Table 4). A sliding window for ω divergence
(KN/KS, non-synonymous divergence/synonymous diver-
gence), obtained by comparing the P. vivax sequences to
sequences from phylogenetically close species (P. cyno-
molgi and P. knowlesi), gave values less than 1 in the
s48/45 domains, as well as in some areas between these
domains, thereby indicating that KS tended to be greater
than KN. Significant negative values (p < 0.001) were found
when estimating the difference between non-synonymous
and synonymous divergence (KN - KS) (Table 5). The
codon-based selection tests found 13 positively selected
codons and 77 negatively selected codons at inter-species
level (Figure 3).
Linkage disequilibrium (LD) and recombination
The ZnS, ZZ and RM tests were calculated for determin-
ing possible associations between polymorphism and/or
the presence of recombination in pv41 (Table 2). The
ZnS test gave 0.3627, this being statistically significant
(p < 0.05). Lineal regression between LD and nucleotide
distance gave a slight reduction in LD as nucleotide dis-
tance increased, suggesting recombination events. This
was confirmed when the ZZ test was calculated, giving
0.2073 (p < 0.05); two minimum recombination sites were
found (Table 2). The GARD method (available from the
Datamonkey web server) gave a recombination breakpoint
in position 936 (number based on Sal-I sequence) con-
firming than intragenic recombination was involved in
generating new haplotypes in pv41.
Discussion
Merozoite-expressed members of the 6-Cys family in P.
falciparum (Pf12, Pf38 and Pf41) have high RBC binding
activity peptides [17], indicating that these play a role
during recognition of a host cell. Previous studies have
shown that members of this family are antigenic
[23,24,27,28] and highly conserved (p12 and p38) in both
P. falciparum and P. vivax [26,29,56,57]. This means
that they are promising candidates for inclusion in an
anti-malarial vaccine, avoiding allele-specific immune re-
sponses. The pv41 gene has been shown to be highly con-
served when compared to other genes encoding antigens
in P. vivax (e.g., pvmsp-7 [6], pvmsp-5 [7,12], pvmsp-3
[9,10], pvmsp-1 [5,8]).
The pv41 nucleotide diversity was low in the Colombian
population; however, π values and haplotype number were
dissimilar for each Colombian locality, suggesting different
evolutionary histories possibly due to a structured popula-
tion. However, this pattern could have been due to few
samples having been collected from some locations. The
use of neutral markers could lead to confirming whether
Colombia has a structured population.
pv41 nucleotide diversity was higher than that re-
ported for pv12, but similar to that found in pv38 [29];
Table 2 Tests based on the neutral model of molecular evolution, linkage disequilibrium and recombination for the
pv41 gene in the Colombian population
n
Tajima Fu and Li Fay
and Wu H Fu Fs
K-
test H-test Zns ZZ RMD D* F*
30 0.79023 0.86738 0.9868 −1.857 −1.267 10 0.679 ± 0.08 0.3627* 0.2073* 2
*p <0.05.
Table 3 Difference between the non-synonymous substitutions per non-synonymous site (dN) and synonymous
substitution per synonymous site (dS) rate
n s48/45 N-terminal s48/45 C-terminal Complete sequences
Worldwide isolates dN - dS dN - dS dN - dS
36 −0.0001 ± 0.0008 0.0018 ± 0.0015 −0.0005 ± 0.0013
Colombian isolate
30 0.0000 ± 0.0000 0.0024 ± 0.0015 0.0007 ± 0.0010
No statistically significant values were found.
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however, fewer haplotypes were found in pv41 compared
to pv38 (14 haplotypes have been reported for it in the
Colombian population) [29]. Since the Pv41 protein has
no membrane-anchoring domains, it could be interact-
ing with proteins anchored to the merozoite surface. It
has been shown that Pf12 and Pf41 proteins form an
inverted heteroduplex on parasite membrane [25,26].
Due to these proteins’ similarity, it is probable that Pv12
and Pv41 may also interact in P. vivax. This could
explain the high degree of conservation found in Pv12
(π = 0.0004 ± 0.0001 [29]). If Pv41 forms a protein com-
plex with Pv12, the latter could be masked whilst Pv41
would be more exposed to a host’s immune system,
greater diversity thus being found in Pv41 (π = 0.0037 ±
0.0006) regarding Pv12 (π = 0.0004 ± 0.0001). Since such
complex formation would be anti-parallel, the region
Figure 3 Sliding window of omega values (ω = dN/dS and KN/KS) for three members of the 6-Cys family expressed in merozoites.
The ω values (dN/dS) for Plasmodium vivax pv12, pv38 and pv41 genes are shown in red, divergence (ω = KN/KS) between P. vivax and Plasmodium
cynomolgi (Pcyn) in purple and between P. vivax and Plasmodium knowlesi (Pkno) in green. The graphical representation of each gene is given
below the respective sliding window, showing the position of the segregant sites and which of them were influenced by natural selection.
Intraspecies selected sites can be seen in the upper part of each gene and inter-species selected sites are indicated in the lower part. The sites
were identified by the Datamonkey server. The schemes for pv12 and pv38 have been modified from Forero-Rodríguez et al. [29].
Table 4 McDonald-Kreitman test for evaluating the action of natural selection on the p41 gene
P. vivax/P. cynomolgi P. vivax/P. knowlesi
Worldwide isolates Fixed Polymorphic NI (p-values) Fixed Polymorphic NI (p-values)
Non-synonymous substitutions 45.62 11
4.45 (0.003)
61.95 11
4.12 (0.004)
Synonymous substitutions 110.71 6 138.81 6
Colombian isolates
Non-synonymous substitutions 46.69 8
9.65 (0.000)
63.06 8
8.80 (0.001)
Synonymous substitutions 112.65 2 138.81 2
The McDonald-Kreitman test involved using the sequences obtained from the databases together with the Colombian ones (worldwide isolates), and just those
obtained in the Colombian population (Colombian isolates). The data regarding divergence between species was obtained by comparing P. vivax sequences to
that from two related species: P. cynomolgi and P. knowlesi. NI: neutral index.
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most exposed to Pv41 would be the C-terminal in which
high fixation of non-synonymous substitutions was ob-
served (Figure 3).
No significant values were found in the neutrality tests
based on the polymorphism frequency spectrum or the
haplotype-based tests (Table 2), meaning that the hypoth-
esis regarding neutrality could not be ruled out. Such
hypothesis stated that pv41 haplotypes could be fixed in
different populations thereby producing a population
structure in this locus and new pv41 haplotypes might
thus appear if new parasites populations are evaluated.
No significant values were found when the effect of
natural selection was evaluated by means of the differ-
ence between non-synonymous and synonymous substi-
tutions (dN - dS) in either the whole gene or in each s48/
45 domain (Table 3). However, the pv41 sliding window
gave a peak close to 1 at the 3′-end of the gene (Figure 3);
several non-synonymous mutations would thus seem to
be fixed in this region. The codon-based selection tests
showed that seven out of the ten codons having mutations
producing a change in the protein were positively selected
(Figure 3). Three of these seven codons (V89E, H359S
and G373R) produced radical substitutions (changing
amino acid physical/chemical properties). The R355M
substitution also produced a radical change but selection
signals were not identified in this site. Such positively se-
lected codons were predominantly found towards the
gene’s 3′-end (encoding the protein’s C-terminal region)
and could have been fixed to enable evading the immune
system since this region would be more exposed due to
the possible antiparallel formation of a Pv12/Pv41com-
plex. Substitutions in codons 258, 301 and 312 located in
the s48/45 domain could become deleterious due to them
being able to alter the domain’s structure; however, they
had positive selection signals. Such substitutions were
conservative and maintained the amino acids’ physical-
chemical characteristics, thereby enabling evasion of the
immune system and maintaining the domain’s structural
conformation. Interspecies ω values were higher than 1 in
some regions of p41, mainly outside s48/45 domains.
Thirteen codons were positively selected at interspecies
level; amino acid fixation would allow immune evasion of
the respective host. Alternatively, positive sites found in
s48/45 domains (which are involved in red blood cell inva-
sion [17]) would be a P41 adaptation to the host receptor
molecule.
The ZnS test had significant values, indicating LD. The
linked positions were found in the 3′-end of the gene. The
mutations found there led to changes in protein sequence
H359S, Y361F and D363N. The first substitution (H359S)
produced a radical amino acid change, which was fixed by
positive selection whilst the other two changes were con-
servative without selection signals. Since amino acid
H359S was fixed by positive selection, this led to Y361F
and D363N becoming fixed due to the short physical dis-
tance between them.
Genetic diversity in pv41 was produced by point mutations
(Figure 2); however, the recombination could also have been
responsible for the genetic polymorphism found in this gene.
The lineal regression between LD and nucleotide distance
had a slight reduction in LD as nucleotide distance increased;
this may have been a consequence of recombination pro-
cesses. The ZZ test gave significant values, suggesting that
recombination took place in this gene. Two minimum re-
combination sites were found and the GARD method
(available from the Datamonkey web server) identified a
recombination breakpoint in position 936, meaning that
recombination produced new haplotypes in pv41.
The McDonald-Kreitman (MK) and omega divergence
tests (ω = KN/KS) were calculated for inferring natural
Table 5 Difference between non-synonymous divergence per non-synonymous site (KN) and synonymous divergence
per synonymous site (KS)
P. vivax/P. cynomolgi
n s48/45 N-terminal s48/45 C-terminal Complete sequences
Worldwide isolates KN - KS KN - KS KN - KS
36 −0.0151 ± 0.0031* −0.0107 ± 0.0032** −0.0160 ± 0.0028*
Colombian isolates
30 −0.0178 ± 0.0038* - 0.0126 ± 0.0035** −0.0174 ± 0.0030*
P. vivax/P. knowlesi
n s48/45 N-terminal s48/45 c-terminal Complete sequences
Worldwide isolates KN - KS KN - KS KN - KS
36 −0.0196 ± 0.0036* −0.0107 ± 0.0034** −0.0185 ± 0.0031*
Colombian isolates
30 −0.0233 ± 0.0042* −0.0125 ± 0.0036** −0.0217 ± 0.0035*
KN - KS difference was estimated using the sequences obtained from the databases together with the Colombian ones (worldwide isolates) and just with those
obtained in the Colombian population (Colombian isolates).
n: number of isolates. *p <0.000; **p <0.001.
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selection signals which might have influence the evolu-
tionary history of p41. The latter was calculated for the
gene’s complete length and for each s48/45 domain. Sig-
nificant values were found in the MK test throughout
the whole gene (Table 5), polymorphism being greater
than divergence; this could have resulted from weak
negative selection or balancing positive selection. The lat-
ter is responsible for keeping allele variants (haplotypes) at
intermediate frequencies as a mechanism for evading host
immune responses; however, a major haplotype was found
in the Colombian population whilst the rest occurred at
low frequency. Due to the population structure reported
in America [58], haplotype segregation could have led to
different frequencies or new haplotypes could have diver-
sified within American (or Colombian) subpopulations,
meaning that if just one population is analysed, then bal-
ancing positive selection signals will not always be de-
tected with population methods (Tajima, Fu and Li, Fay
and Wu, Fu and K-test, and H-test). Alternatively, if bal-
ancing selection has resulted from frequency dependent
selection, it would be expected that a haplotype would
be presented as a major allele during a determined period
of time and then become replaced by another less frequent
one as an evasion mechanism. These haplotypes’ frequency
must therefore be evaluated during different intervals of
time in several populations involving larger sampling.
On the other hand, the ω (KN/KS) rate sliding window
showed that most values obtained throughout the gene
were lower than 1, indicating high synonymous substitu-
tion fixation following P. vivax/P. cynomolgi/P. knowlesi
divergence. The same pattern was observed in pv12 and
pv38 (Figure 3 and [29]). The difference between non-
synonymous and synonymous (KN - KS) divergence was
estimated, giving significant negative values (p < 0.001)
in pv41 as well as in the s48/45 domains of this gene
(Table 4). A large amount of negatively selected codons
were identified which were preferentially located in the
s48/45 domains (Figure 3). These results suggested that
p41 had diverged due to negative selection; such pattern
was similar to that previously reported for other mem-
bers of the P. vivax 6-Cys family [29,56]. pv12 and pv38,
like pv41, had various codons under negative selection at
interspecies level which were preferentially located in
the s48/45 domains (Figure 3). Such accumulation of
interspecies synonymous substitutions suggested that
evolution had tried to maintain domain structure in the
different members of the 6-Cys family by eliminating all
deleterious mutations due to the functional importance
which these domains seem to have [17,59].
Conclusions
6-Cys family members seem to play a role during host cell
recognition [17,59]. Due to the high degree of P12, P38
[29] and P41 protein conservation (at both intraspecies
and interspecies level) given by the fixation of a large
amount of synonymous substitutions, these three proteins
may have evolved under strong functional constraints,
possibly due to the presence of s48/45 domains which
seem to have served as ligands for recognising the host
cell [17,59,60]. Consequently, s48/45 domains should
remain conserved as the resulting mutations could be
deleterious; their evolution would thus have been slower
regarding other functionally less important ones. Pv12,
Pv38 and Pv41 thus warrant consideration as valuable can-
didates for developing a vaccine. However, a functional
constraint does not imply that these regions may not vary.
Pv41 s48/45 domains have been seen to have changes in
their protein sequence, which seem to have been positively
selected. Such changes conserve physical-chemical proper-
ties and thus structure/function may not become compro-
mised, but could enable evasion of the immune response.
Including Pv41 in a vaccine should thus be carefully evalu-
ated due to the presence of variants in these regions.
This is also another aspect that must be taken into ac-
count when developing vaccines. It has been proposed
that a completely effective vaccine requires the inclusion
of both functional and conserved regions; however, vac-
cination could thus produce new selective pressure in
these regions and parasites could fix mutations as an
adaptation mechanism (in spite of their functional im-
portance) and the appearance of new variants might thus
reduce vaccine’s efficacy.
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